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RESUMEN

Coumarinas y Xantonas de Calophyllum brasiliense: Evaluacién de su Actividad
Antiviral, Citotéxica y Antibacterina.

Algunas enfermedades humanas, tales como el Sindrome de Inmunodeficiencia Humana
(VIH), cancer e infecciones causadas por bacterias, se han convertido en problemas de
salud publica mundial para los cuales es urgente contar con nuevos farmacos para su
control y/o tratamiento. Entre las estrategias que se han seguido para lograr este objetivo, es
la de explorar las propiedades de numerosos extractos y compuestos de origen vegetal, Las
especies asidticas pertenecientes a la familia Guttiferae (=Clusiaceae) han mostrado ser una
fuente importante de substancias citotéxicas, antibacterianas y con actividad inhibitoria de
la enzima reversa transcriptasa (RT) del VIH tipo 1. El ejemplo més notable es la
coumarina calandlido A aislada de Calophyllum teysmannii, la cual se encuentra en
estudios de fase clinica 2, y podria convertirse en el primer farmaco de origen natural que
se aprobase para su uso clinico con pacientes VIH-1 positivos. De este género, también se
han aislado otras moléculas, tales como las xantonas, las cuales han mostrado actividad
citotoxica y antibacteriana, por lo que estas moléculas también son candidatos potenciales
para su evaluacién como firmacos antineoplasicos y antibacterianos.

En México solo existe una especie del género Calophyllum: C. brasiliense, del cual solo
existe un trabajo fitoquimico de la madera, en el que se determiné que es una fuente rica en
xantonas. En el presente trabajo se aislaron e identificaron 15 compuestos de las hojas, de
los cuales 10 fueron coumarinas, 2 triterpenos y 2 4cidos. Las coumarinas generalmente se
aislaron como mezclas de isdmeros y epimeros, y representaron aproximadamente el 1.5%
del peso seco de las hojas, sicndo la mezela 1| (Mammea A/BA+A/BB y cpi-A/BB) as(
como los triterpenos friedelina y canofilol los constituyentes mayoritarios. Las coumarinas
aisladas fueron del tipo mammea, las cuales han sido previamente reportadas para el género
Mammea. Estos compuestos presentan un substituyente acilo sobre el carbono 8 el cual no
se encuentra formando un anillo adicional de 2,3-dimetilcroman-4-ol (anillo D),
caracteristico de las coumarinas tipo calandlido y pseudocalanélido, de especies del género
Calophyllum. En cuanto a las propiedades biolégicas de estas sustancias: Se determiné que
las coumarinas y xantonas no tienen efectos inhibitorios sobre la actividad de la RT.
Trabajos previos han indicado que la presencia del anillo D de las coumarinas anti-RT, es la
parte estructural mds importante para inhibir la actividad de dicha enzima, por lo tanto la
ausencia del anillo D, explicaria la falta de actividad. También se determiné que estas
substancias presentan efectos citotéxicos importantes cuando fueron evaluadas sobre cinco
lineas celulares tumorales (HEp-2, HeLa, U251, PC-3 y K562) mediante el método de
Sulforrodamina B. En el caso de las coumarinas, las mezclas 1 (Mammeas A/BA+A/BB y
epi-A/BB) y 4 (Mammeas B/BA ciclo F + B/BB ciclo F) fueron los compuestos con mayor
efecto citotéxico (ICsp =0.5 a 2.6 uM), mientras que en el caso de las xantonas su ICsg se
ubico ente 2.0 a 16 pM. Cabe sefialar que el efecto de ambos grupos de substancias fue
similar al del control positivo 5-fluororacilo.

También se demostré que la mayoria de los compuestos dnicamente presentaron actividad

n 1o
antibacteriana en 2 de las 14 cepas evaluadas, mediante e! método de sensidisco a la

concentracion evaluada (500 pg/disco). En el caso de S. typhi, esta solo fue susceptible a
las xantonas, siendo el efecto observado de tipo bactericida. Para el caso de S. aureus tanto
las xantonas como las coumarinas mostraron efecto bactericida y solo dos mezclas de




coumarinas (mezcla 1: Mammea A/BA+A/BB+ epi-A/BB y mezcla 3:Mammea
C/OA+C/OB) causaron un efecto bacteriostdtico. Concluyendo: La idnica especie de
Calophyllum con distribucion en México, no posee coumarinas del tipo de los calanélidos,
los cuales son prospectos importantes en la terapia del SIDA, pero sus propiedades
citotéxicas al igual que las de las xantonas podrian aprovecharse en la bisqueda de nuevas
moléculas antineoplésicas.




I. INTRODUCCION

Desde tiempos inmemorables las plantas han jugado un papel importante en el tratamiento
de las enfermedades humanas. En la actualidad, aproximadamente 120 fdrmacos son
obtenidos de plantas. Como ¢jemplo de lo anterior se puede mencionar:  esleroides,
glucdsidos cardioténicos (glucdsidos Digitalis), anticolinérgicos (alcaloides tipo tropano
aislados de la belladona), analgésicos y antitusivos (alcaloides del opio), antihipertensivos
(resepina), colinérgicos (fisostigmina, pilocarpina), antimaldricos (alcaloides aislados de
Cinchona), antimitéticos (colchicina), anestésicos (cocaina), relajantes del mdsculo
esquelético (tubocurarina), y agentes anticancerigenos (taxol (Taxus brevifolia), vincristina,
vinblastina (Catharanthus roseus), podofilotoxina (Podophyllum peltatum 1) vy
camptotecina (Camptotheca acuminata Decne)). Aiin cuando es evidente el predominio de
los farmacos sintéticos, se ha estimado que las drogas obtenidas de fuentes naturales
actualmente representan alrededor del 25 % de las prescripciones médicas realizadas en
EUA. Es claro que las plantas siguen teniendo un papel importante en el tratamiento y cura
de enfermedades en la vida moderna (Pezzuto, 1997).

Por lo anterior muchas instituciones de diversos paises se han dado a la tarea de buscar y
aislar nuevas substancias de fuentes naturales que puedan ser utilizadas con fines
terapéuticos.

Hoy dia es patente la necesidad de contar con nuevos fArmacos que permitan controlar y
tratar padecimientos tales como: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
causada por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), céncer, y enfermedades
causadas por bacterias. Entre otras estrategias que se han seguido para lograr estos
objetivos, es explorar las propiedades anti-VIH, antineoplasicas y antimicrobianas de
numerosos extractos y compuestos obtenidos de plantas, bacterias, hongos e
invertebrados terrestres y marinos. A la fecha, se ha logrado identificar mis de 60
productos naturales que pueden contrarrestar in vitro los efectos citopéticos de células
infectadas con VIH e impedir la replicacién del virus (Huang, Fong & Yeung, 1997,
Vlietnick et al. , 1998, Matthée et al, 1999). Mientras que en el caso del cincer existen
alrededor de 12 productos naturales, de los cuales al menos S asi como diversos
derivados semisintéticos han sido obtenidos a partir de productos naturales extraidos de
plantas, los cuales son empleados en la terapia contra €l cincer (Goodman and Gilman
1996; Pezzuto, 1997).

En la biisqueda de productos naturales dirigidos contra el virus del VIH, las especies
pertenecientes a la familia Guttiferae (=Clusiaceae), han presentado una tasa de éxito
mayor a la normal, comparada con otros taxa de plantas supenores, lo cual ha culminado
en el aislamiento de benzofenonas y coumnarinas.

Las coumarinas son metabolitos secundarios, los cuales estin ampliamente distribuidos
en las plantas superiores, aunque también sc han aistado de microorganismos. Estas
substancias en la actualidad han despertado gran interés debido al amplio rango de
actividad biolégica que presentan, en particular destaca su actividad sobre el VHI-1
(Matern et al, 1999). Estos compuestos actian inhibiendo la enzima transcriptasa reversa
del VIH-1, la cual estd involucrada directamente en la multiplicacién del virus (Kashman
et al, 1992). Por sus propiedades, una cournarina aislada de las hojas del arbol tropical




asidtico Calophyllum teysmanii (Guttiferae), el (+)-calandlido A, actualmente se
encuentra en estudios de fase clinica 1 con pacientes VIH-1+ en el Instituto Nacional del
Ciancer de los E.U.A. y podria convertirse en el primer producto natural que se aprobase
para uso clinico (Creagh er al, 1998). Otros productos naturales con-.actividad antiviral
(VIH), como las xantonas (Groweiss et al., 2000), también podrian ser potencialmente
dtiles en el tratamiento del SIDA, ademds de constituir moldes para el disefio de nuevos
farmacos.

En el caso de la bisqueda de nuevos productos antineoplasicos, las xantonas aisladas de
especies de la familia Guttiferae, también han mostrado alta actividad citotéxica cuando se
han evaluado sobre diversas lineas tumorales, dichas propiedades se atribuyen a que
probablemente actden como bloqueadores del ciclo celular en la fase G2/M. Los
mecanismos moleculares de la accién citotdxica de este tipo de compuestos no se conocen,
sin embargo se sabe que algunas xantonas inhiben la sintesis de DNA, RNA y proteinas.
(Lin et al., 1996) y aumentan el indice mitético en la metafase (Bilia et al., 2000). En el
caso de las coumarinas, aisladas de especies no relacionadas se sabe que actian a nivel del
ciclo celular en la fase Gl (Kofinas ¢ al, 1998), y también inhiben la sintesis
macromolecular (Marshall ez al., 1994),

Estos compuestos son por lo tanto candidatos potenciales para ser incorporados en un futuro
a la quimioterapia, o servir de modelos para realizar derivados semisintéticos mas potentes y
especificos.

Al igual que en el punto anterior la busqueda de nuevos farmacos antimicrobianos también
es una drea de gran interés debido a la emergencia de cepas bacterianas resistentes a los
farmacos cominmente utilizados, las xantonas han mostrado de moderada a alta actividad
antimicrobiana, un ejemplo de lo anterior lo representa la rubraxantona que ha mostrado ser
fuerte bactericida (Iinuma et al., 1996).

Es importante quec paises poseedores de una gran diversidad biolégica, como México,
conozcan y de ser posible aprovechen sus recursos bidticos. En México existen al menos 16
especies de Guttiferas (Maguire, 1979), de las cuales solo 3 han sido investigadas
quimicamente, por este motivo, en la presente tesis se planteé como objetivos 1) investigar
quimicamente la especie Calophyllum brasiliense 2) examinar, si los compuestos aislados
{(principalmente coumarinas y xantonas) podian inhibir in vitro la actividad de la reversa
transcriptasa (RT) del VIH-1, presentar efectos citotéxicos y actividad antibacteriana.




II. ANTECEDENTES
1. El género Calophyllum

El géncro Calophyltum cs el més importante miembro de la familia Clusiaceac (Guttiferac),
estd constituido por 187 especies, todas ellas 4rboles tropicales. La mayoria (179) se
encuentran en el Viejo Mundo en especial en la zona Indo-Malasia con extensién hacia las
islas de Madagascar y Fuji. Se estima que solo 8 especies se distribuyen en €] Continente
Americano, desde México hasta las Antillas, y Centro América, Venezuela, Colombia,
Pert, Bolivia, Brasil y las Guayanas (Steves, 1980). Este género se encuentra béasicamente
restringido a selvas hiimedas, en tierras bajas, colinas y a veces en bosques de montafia,
aunque algunas especies crecen en hébitats secos (Steves, 1980).

1.1. Calophyllum brasiliense

C. brasiliense es un érbol caducifolio con una altura aproximada de 40 a 50 metros y con un
didmetro a la altura del pecho de aproximadamente 1.80 metros. Presenta flores blancas,
didcas, las flores masculinas despiden un ligero aroma, florece de julio a diciembre. El fruto
se presenta en drupas de color verde amarillento (Martinez, 1994, Pennington y Sarukhan,
1968, Echenique-Manrique, 1970). Del nimero de especies arriba mencionadas,
Calophyllum brasiliense es la tinica especie del género que llega y se distribuye en México
(Pennington y Sarukhan, 1968, Standley 1932). Esta especie se distribuye en América
Latina, desde Brasil hasta México. En México, crece en los remanentes de Selvas Altas y
Medianas Perennifolias y Subcaducifolias, se localiza tanto en las vertientes del golfo, como
del Pacifico. En el sur de Veracruz, oeste de Tabasco y norte de Chiapas, es una especie
abundante y codominante de la selva alta perennifolia junto con Terminalia amazonia,
Dialium guianense y Guatteria anomala. Su amplitud altitudinal va desde al nivel del mar
hasta los 1170 msnm (metros sobre el nivel del mar) (Pennington y Sarukhan 1968,
Chudnoff, 1984, Ortega et al, 1991, Campos ez al.,1992 Echenique- Manrique, 1970).

1.2. Composicién quimica

Estudios fitoquimicos previos del género Calophyllum han revelado que es una fuente rica
en metabolitos secundarios tales como: €steres de dcidos grasos, 4cidos libres, saponinas,
glucésidos cianogénicos, taninos, terpenoides, triterpenos, esteroides, xantonas, 4-alquil-
coumarinas, 4-aril-coumarinas (neoflavonoides) y benzofenonas (Patil er al, 1993,
Kashman et al., 1992). Las xantonas, asi como las coumarinas, en los tltimos afios han
despertado gran interés debido a la amplia e interesante actividad biolégica que han
mostrado, por lo que en el presente trabajo se tratara a detalle estos dos grupos de
substancias.




1.2.1. Coumarinas

En el caso de los neoflavonoides o 4-aril- o 4-alquil- coumarinas han existido dificultades
para determinar la biogénesis debido a que estas son sintetizadas casi exclusivamente por
cspecies pertenecientes a las familias Leguminosae y Guutiferae, las cuales generalmente
agrupan arboles tropicales de gran tamafio (Manitto, 1981). Gautier et al., (1972)
suministraron fenilalanina marcada radiactivamente en el carbono 3 a plantulas jévenes de
Calophyllum inophyllum y posteriormente aislaron 4cido calofilico e inofillolido. Estos
resultados permitieron plantear una ruta biogenética que incluye los siguientes pasos (Figura
1}. El resorcinol o floroglucinol (ambos de origen policétido) son los precursores del anillo
aromatico condensado de las coumarinas. La B-adicién de dichos precursores a una unidad
cinnamil (por ejemplo 4cido cindmico 6 el éster pirofosfato del alcohol cindmico, ambos
derivados de la fenilalanina) daria origen al resto del esqueleto, sintetiziandose de esta forma
las 4-arilcoumarinas. En el caso de las 4-alquil-coumarinas, el precursor difiere ya que es un
4cido carboxilico o insaturado, siendo entonces el substituyente en posicién 4 de tipo
alifatico (Manitto, 1981).

COOH

+ = —_—

Floroglucinol Ac. cindmico

Figura 1. Biosintesis de neoflavonoides o 4-aril- o 4-alquil- coumarinas.
(RZ C(,H5 6 n—a]quil)

1.2.1.1. Clasificacion de Coumarinas

Dentro de tas coumarinas aisladas de Calophylliin spp, los calanélidos son los compucstos
mds conocidos, sin embargo se han obtenido otras coumarinas del mismo género las cuales
estdn estructuralmente relacionadas. Las coumarinas de Calophyllum actualmente se
clasifican en 3 grupos (Fig. 2) (Mc Kee et al, 1998; Ishikawa et al., 1997). Adicionalmente a
ta clasificacion de las coumarinas del género Calophyliun, existe otra clasificacién para las
coumarinas aisladas del género Mammea, ¢l cual es miembro de la familia Guttiferae
(figura 3). Dicha clasificacién fue propuesta por Crombie et al en 1966, e incluye un sistema
de nomenclatura con letras.

1.2.1.1.1. Coumarinas de Calophyllum spp

1) Dipiranocoumarinas tetraciclicas: coumarina (anillos A y B), 2,2-dimetilcromeno
(anillos A y C) y 2,3-dimetilcroman-4-ol (anillos Ay D). Se distinguen por que cl
anillo C posee un grupo gem-dimetilo, por ejemplo: (+)-calandlido A y (-)-
calanélido B.

ii)  Dipiranocoumarinas tetraciclicas donde los anillos de pirano C y D estan invertidos,
esto es, el grupo gem-dimetilo se encuentra en el anillo D, por ejemplo:
pseduocalandlidos.




1)  Piranocoumarinas triciclicas, las cuales contienen un substituyente no ciclizado
equivalente al anillo D.
Los compuestos pertenecientes a cualesquiera de los grupos anteriores, pueden
ademds variar con respecto al substituyente en C-4, el cual puede ser: metil, n-
propil o fenil.

i) i) iii)

Figura 2. Tipos de coumarinas aisladas de Calophyllum spp
R=propil, fenil o metil.

1.2.1.1.2. Coumarinas de Mamimea spp

I. Todas las coumarinas aisladas del genero Mammea reciben el nombre de Mammea
2, El nombre mammea ¢s scguido por una letra que desigha el tipo de substituyente
localizado en el carbono 4:
A= fenilo
B= propilo
C= pentilo
D=1-metilpropilo
E= l-acetoxipropilo

1. Una diagonal separa a esta letra de una segunda letra la cual indica si el substituyente
acilo esta presente, asi como la posicidn de este con respecto al substituyente prenilo:
A=6-acilo 6 B=8-acilo
2. Una tercera letra define el tipo de substituyente acilo:
A=3-metilbutiril B=2-metilbutiril
C=butiril D=2-metilpropionyl
3. En los casos en donde el substituyente prenilo se ha modificado por ciclizacién, la tercera
letra es seguida por el prefijo ciclo y una cuarta letra indica el tipo de heterociclizacién:
Ciclo D=2,2-dimetilcromeno
Ciclo E=3-hidroxi-2-2-dimetildihidropirano
Ciclo F=2-(1-hidroxi-1-metiletil)dihidrofurano




Mammea A/BA Mammea A/AB

Figura 3. Coumarinas aisladas de Mammea spp.

1.2.2. Xantonas

Las xantonas presentan un esqueleto basico derivado de la benzofenona. Tienen su origen en
la fenilalanina merced a su producto de degradacién; el 4cido m-hidroxibenzoico (Ce-C)) ¥
su posterior condensacién con tres unidades de malonato. Otra ruta podria ser: la
combinacion de una unidad Cs-Cs, por ejemplo un 4cido cindmico con dos unidades de
malonato para obtener benzofenona. El acoplamiento oxidativo podria conducir a la
formacin de la xantona (Figura 4). (Gros et al., 1985). Las xantonas pueden ser simples 0
modificadas. En cste Gltimo caso por la presencia de un substituyente glicosidico o grupo
prenilado (2,2 dimetilalil) (Figura 5). Ademas por grado de oxigenacién que presenten
pueden ser clasificadas como mono, di, tri, o tetraoxigenadas (Bennett et al., 1989; Peres et

al., 1997).
C6-CI+3C2 O O =
. — |
C6-C3+2C2 ” #
0 0

Figura 4. Origen biosintético de las xantonas.
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Figura 5. Esqueleto de la xantona y sus substituyentes a) substituyente isoprenilo (2,2-
dimetilalil). b)substituyente cromeno producto de la ciclizacién del isoprenilo con un OH
fenélico de la xantona.




2, Actividad Biolégica de coumarinas y xantonas

Dentro de estc marco podemos mencionar que las coumarinas y xantonas tanto de especics
del género Calophyllum como de otras especies de familias relacionadas taxonémicamente,
han despertado gran interés debido al amplio espectro de actividad biolégica que cstas han
mostrado.

En el caso de las coumarinas estas han desplegado actividades tales como: anticoagulante,
antipsoriatica, antiinflamatoria, antiplaquetaria, citotéxica, antimutagénica, inhibicién de ia
activacién de las células T, de la generacién de superéxido en neutréfilos activados, de
enzimas lales como: lipoxigenasa, DNA girasa o topoisomerasa y en particular han
destacado las propiedades antivirales de algunas coumarinas aisladas de las hojas de
diversas especies asidticas (Matem et al., 1999; ver inciso 2.1.1). Las xantonas también han
sido objeto de minuciosas investigaciones con relacidn a sus propiedades biol6gicas, con lo
cual se ha demostrado que presentan actividad: funguicida, antimalarica, antibacteriana,
citotéxica, antiparasitaria, anticoagulante, antimutagénica, han mostrado ser estimulantes del
S.N.C, asf como inhibidores de la enzima transcriptasa reversa del VIH. (Sordat-Diserens et
al., 1992; Rath et al., 1996; Peres et al., 1997, Groweiss et al., 2000)

Debido a la relevancia que tiene el saber que las coumarinas y xantonas presentan actividad
antiviral, citotéxica asi como antibacteriana, en las siguientes secciones se darfi una
introduccion acerca de las caracteristicas e importancia del virus del VIH, asi como la
importancia de buscar nuevos farmacos antineoplasicos y antimicrobianos, finalmente en
cada seccién se concluye con los antecedentes que apoya dicha actividad.

2.1 El virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA) se caracteriza por una notable
disminucién en los niveles de linfocitos T CD4+, lo cual ocasiona pérdida de
inmunocompetencia y le confiere alta susceptibilidad al organismo a infecciones
oportunistas asi como del desarrollo de tumores malignos, todo ello con consecuencias
letales. La descripcién de SIDA como una nueva enfermedad humana se realizé en 1981
y apenas dos afios después se logrd aislar e identificar el agente causal: el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (Barré-Sinoussi er al, 1983; Soler & Gaudifio-Rosales,
1995). La epidemia de SIDA ha cobrado desde entonces un total de 11.7 millones de
vidas en todo el mundo (Turner & Summers, 1999). En México, la progresién de la
epidemia también ha sido dramatica; de acuerdo a cifras oficiales, en 1983 se presentaron
66 casos de SIDA, alcanzando en el afio 2000 un total de 43,000 casos acumulados
(bttp://sida.udg. mx/f_organiza.html; SNVE, 2000).

El VIH es un lentivirus complejo que posee como material genético dos copias idénticas
de 4cido ribonucléico (ARN) de una sola hebra de aproximadamente 9.2 kb de longitud.
Se han aislado dos tipos en los seres humanos: VIH-1 y VIH-2. Estos difieren en sus
propiedades serolégicas y secuencia gendmica, en especial para el gene env que codifica
la glicoproteina de la membrana viral (gp 120) y la transmembranal (gp41). En cuanto a
su distribucién geogrifica, el VIH-1 predomina en América, Asia y Europa; mientras que
el VIH-2 se localiza preferentemente en Africa. El probable origen del VIH-1 y VIH-2 es




de, dos lentivirus endémicos a dos especies de simios, el virus de la inmunodeficiencia
del chimpancé (VIScpz) y virus de la inmunodeficiencia del mangabey (VISsmm),
respectivamente (Fields er al 1996; Tumer and Summers, 1999; Soler and Gaudifio-
Rosales, 1995).

La multiplicacién del virus en el organismo humano depende fundamentalmente de tres
enzimas codificadas por el genoma viral: a) la reversa transcriptasa (RT) responsable de
la sintesis de ADN proviral a partir del ARN viral, b) la integrasa que regula Ia
integracién del ADN proviral al genoma de la célula hospedera y ¢) la proteasa la cual
procesa poliproteinas virales transformdndolas en enzimas funcionales y proteinas
estructurales, facilitando la maduracién e infectividad de las particulas virales (Fields et
al 1996; Turner and Summers, 1999).

La reversa transcriptasa del VIH (RT) es en principio una ADN-polimerasa que sintetiza
ADN de cadena doble a partir de ARN de una sola hebra como molde. Para este
propésito, la RT es multifuncional y posee actividad de ADN polimerasa dependiente de
ARN, ribonucleasa (ARNasa H) y ADN polimerasa dependiente de ADN (Fields et al
1996; Matthée er al, 1999). Durante la biosintesis de la RT del VIH-1, se produce
inicialmente un precursor dimérico compuesto de 2 unidades idénticas de 66 kDa
(p66/p66). Una de las unidades es hidrolizada por la proteasa viral para dar origen 4 la
enzima cataliticamente activa, la cual es un heterodimero p66/p51. La unidad p66 posee
los dominios de ADN polimerasa y ARN ribonucleasa, su estructura tridimensional ha
sido determinada por difraccién de rayos X y se equipara para fines didéicticos con la
mano derecha abierta vista de frente (Kohlstaedt ef al, 1992).

La RT del VIH ha sido un blanco importante en la terapéutica del SIDA, de tal
forma que se han desarrollado farmacos que inhiben la actividad de dicha enzima. La
inhibicién de la RT se ha determinado principalmente evaluando sus propiedades de
ADN polimerasa dependiente de ARN, esto mediante la incorporacién de nucleétidos
marcados con 3ll, o bien 32P, al ADN recién formado. Menos frecuente es cl emplco de
ensayos no isotdpicos, los cuales pueden ser realizados sin pérdida de sensibilidad y
especificidad y con mayores ventajas en cuanto seguridad y facilidad de manejo
(Vlietnick et al, 1998; Simmons et al, 1997; Shao et al 1997).

A la fecha se conocen 2 tipos de inhibidores de RT: nucleésidos (NRTIs) y no
nucleésidos (NNRTIs) (Huang, Fong & Yeung, 1997). Los inhibidores nucledsidos de la
RT fueron los primeros en ser desarrollados y atn son los firmacos retrovirales mads
importantes. Hoy dfa los farmacos aceptados por la Administracién de Drogas vy
Alimentos de los Estados Unidos de América (FDA), comprenden nueve inhibidores de
la reversa transcriptasa (5 NRTIs y 3 NNRTIs) y cinco inhibidores de proteasa
(http://www.niaid.nih.gov/daids/dtpdb/fdadrugl.htm).

2.1.1. Coumarinas
De las coumarinas aisladas del genero Calophyllum vy especies relacionadas

taxondmicamente, €l (+)-calanélido A (Figura 6) ha sido el compuesto con mayor
actividad sobre el virus del VIH, en particular contra la enzima transcriptasa reversa.
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Dicha substancia fue aislada por primera vez de los brotes y frutos del 4rbol tropical
Calophyllum lanigerum de Malasia (Kashman et al, 1992). En este trabajo también se
describieron por primera vez sus propiedades anti-VIH-1 in vitro mediante dos ensayos
de viabilidad celular con células linfobldsticas T humanas (CEM-SS) infectadas. En el
ensayo con XTT tetrazolium-formazan, el (+)-calandlido A detuvo la replicacién del
VIH-1 y confirié 100% de proteccidén contra los efectos citopaticos (ECsg = 0.1 uM) del
virus. La citotoxicidad del compuesto (vs. células no infectadas) se manifesté a
concentraciones 200 veces mayores (ICso = 20 uM) (Tabla 1). Resultados similares se
obtuvieron con ¢l segundo método, estableciendo ademds que el (+)-calanélido A inhibia
la produccién de RT y de la proteina gp24 viral. También se demostré que el (+)-
calandlido A inhibe especificamente la actividad de la RT del VIH-1 mediante ensayos
de la RT recombinante sobre moldes homopoliméricos de poliA y poliT. No obstante, el
(+)-calandlido A fue inactivo contra células infectadas con VIH-2, asi como con la RT de
este virus.
Figura 6. Piranocoumarinas aisladas de Calophyllum spp

Configuracién Calandlidos Inofilums Cordatolidos
(R=Pr) (R =Ph) (R = Me)
trans, trans Calanédlido A Inofilum B cordatdlido A
(1l1a-Me, 123-OH) .
trans, cis Culanélido B Inofilum P cordatélido B
(11o-Me. 120-OH)
cis, trans Inofilum D
(113-Me, 120-OH)
cis, cis Calandlido C Inofilum A

11B-Me, 12B-OH

De C. lanigerum, se aislaron ademds 7 coumarinas adicionales, de las cuales dos también
fueron activas (Kashman er al, 1992). El epimero en C-12 del (+)-calanélido A, el (-)-
calandlido B (Figura 6), también presenté propiedades antivirales, pero requirié
concentraciones 4 veces mayores para lograr niveles de citoproteccién equivalentes a las
del (+)-calanolido A (Tabla 1). El 12-acetoxi-calanélido fue ain menos potente, pues
presentd una ECsp = 2.7 UM, esto es una concentracién 27 veces mayor comparada con

la del (+)-calandlido A. También se establecié la estereoquimica absoluta del (+)-
calanélido A y (-)-calandlido B, como: 10R,11R,12S y 10R,11R, 12R, respectivamente.

En 1993 se aislaron dos piranocoumnarinas de las hojas de C. inophullum de Malasia, los
inofillums B y P (Figura 6), los cuales también inhibieron la RT del VIH-1 (ECsp =38 y 130
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nM, respectivamente) y ofrecieron proteccién contra los efectos citopaticos del VIH-1 en
cultivos de células infectadas (Patil er al. 1993; Tabla 1). Los inofilums B y P, a diferencia
del (+)-calandlido A y el (-)-calandlido B, presentaron un substituyente fenilo en la posicién
4.

Mis adelante, se aislaron los cordatdlidos A y B (Figura 6) de las hojas de C.
cordatoblongum de Sri Lanka. Dichos compuestos inhibieron in vitro la actividad de la RT
del VIH-1 (ECso = 12-3 y 19 uM, respectivamente), sin embargo, en este caso no se ensayd
el efecto de los compuestos sobre células infectadas (Dharmaratne et al., 1998). Los
cordatélidos difieren del (+)-calandlido A y el (-)-calanélido B, por la presencia de un
substituyente metilo sobre C-4.

Tabla 1. Coumarinas naturales (Calophyllum spp) y sintéticas activas contra la RT del

VIH-1
Compuesto ECsp* pM | 1Csp** uM Fuente
(+)-Calanélido A ' 0.1 20.0 C. lanigerum
(-)-Calanélido B ' 04 15.0 C. lanigerum
Calanélido F * 2.84 12.7 C. lanigerium
var. austrocoridcenum

Tnofilum B ° 1.40 55.0 C. inophyllum
Inofilum P ° 1.60 25.0 C. inophyllum
Costatélido * = (-)-Calanélido B C. teysmannii
Soulatrélido ° = Inofilum B C. teysmannii
(+)12-Oxocalandlido A ° 0.40 5.8 Sintesis
(+)12-Oxocalandlido A ° 090 >10  [Sintesis
(-)12-Oxocalandlido A ° 341 >10 Sintesis

'Kashman er al., 1992; *McKee er al. 1996; “Patil er al., 1993; “Fuller et al., 1994; "Pengsuparp et al.,
1996; © Xu, et al, 1998. *Concentracién efectiva que inhibe el 50% de la produccién viral, 50% de la
infectividad, o 50% de los efectos citopéticos inducidos por el virus. **Concentracién efectiva que reduce
en 50% el crecimiento celular o la  viabilidad de células no infectadas.

El (+)-calandlido A se obtiene en cantidades muy reducidas (<] mg/g extracto) de las
hojas de C. lanigerum (Cardellina ez al., 1995). Por este motivo, diversos investigadores
se interesaron en buscar otras fuentes alternativas que proporcionaran coumarinas
antiVIH-1 en cantidades suficientes. De esta forma, se ha determinado que es factible
aprovechar el litex de C. teysmannii var. inophylloide, ya que contiene cantidades
apreciables de costatdlido (hasta 48% ) (Spino er al | 1998).

Otra manera de obtener un suministro adecuado de (+)-calanélido A que permitiese

investigar sus propiedades farmacolégicas, fue a través de la sintesis total de este
compuesto. Actualmente se ha logrado sintetizar la mezcla racémica de calandlido A,
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logrando ademis la resolucién de los enantibmeros (+) y (-) por métodos
cromatogréficos (Flavin er al, 1996). El (+)-calandlido A sintético presentd actividad
anti-VIH in virro similar a la del producto natural mientras el (-)-calanélido A fue
inactivo (Flavin et al., 1996).

Otros esfuerzos para lograr la sintesis del calanélido A, permitieron obtener la mezcla
racémica del 12-oxocalandlido A (Khilevich ez al, 1996a, 1996 b), logrando separar ambos
enantiémeros (Xu er al, 1998). Tanto el (+), como el (-), asi como el (%)-12-oxocalandlido
A, presentaron una alta actividad contra el VIH-1; la ECsq de la mezcla racémica fue
idéntica a la del (-)-calandlido B, lo cual es importantc puesto que no se requeriria purificar
los enantiémeros para su empleo. Los anteriores compuestos ademds resultaron activos
contra el virus de inmunodeficiencia de simios (VIS); pero no asi contrael VIH-2. El (+) y
(*)-12-oxocalandlido A actiian especificamente sobre la RT (ICso = 10-40 uM), pero no
inhiben la adsorcién del virus a las células humanas, la integrasa, proteasa, ni la fusién
celular (Xu et al, 1998).

Las piranocumarinas se han examinando desde el punto de vista farmacolégico. Se ha
estudiado la farmacocinética del costatdlido, dihidrocostatélido y (+)-calandlido A,
dichos compuestos fueron administrados por via oral, intravenosa e intraperitoneal a
ratones. La biodisponibilidad oral de dichos compuestos fue pobre, mientras que por via
intravenosa € intraperitoneal alcanzé aproximadamente el 95% de cada producto
(Newman and Madden, 1995). También se ha determinado el perfil de seguridad del (+)-
calanélido A en voluntarios sanos (VIH-1 negativos). El efecto adverso mdas comiin fue
mal sabor de boca y mareo. El (+)-calandlido A es tolerado en dosis de hasta 800 mg, por
lo que desde 1997 el INC 1nici6 estudios clinicos de fase 1 en pacientes VIH-! negativos
(Creagh et al., 1998, http://www.niaid.nih.gov/daids/dtpdb/004462 htm).

2.1.1.1. Coumarinas antiVIH-1: relaciones estructura-actividad

Hasta el momento se ha encontrado que solo las dipiranocoumarinas tetraciclicas {(grupo
1, Figura 2) presentan actividad antiVIH-1, mientras que ninguno de los compuestos
aislados pertenecientes a los otros grupos son activos (McKee et al, 1996). Las
piranocoumarinas antiVIH-1 (Figura 6) pueden presentar en la posicién 4 cualesquiera de
los tres tipos de substituyentes conocidos: propil ((+)-calanélido A y (-)-calandlido B),
fenil (inofilums B y P) y metil (cordatélidos A y B). Los primeros son los més potentes y
los Gltimos los menos ( Tabla 1).

Se ha establecido que ¢l anillo D¥ (trans-10,11-dimetildihidropiranol2-ol) posee las
caracteristicas estructurales indispensables para la actividad antiVIH-1 del (+)-calandlido
A y por lo tanto es el fragmento méas importante. La presencia de un heterodtomo, en
especial de un grupo OH, sobre el carbono 12, es crucial para dicho tipo de actividad
(Galinis er al., 1996; Zembower et al., 1997). Diversos autores sefialan el OH-12 debe ser
B para obtener méaxima actividad y atribuyen algunos resultados contradictorios
publicados a que los productos naturales estudiados podrian estar parcialmente
racemizados (Flavin et al., 19906).
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En todo caso, un grupo ceto en la posicién 12 (12-oxocalanélido A) no ocasiona una
pérdida de la actividad, sino solo disminucién a fu cuarta parte de la actividad antiVIil-1
comparada con la del (+)-calandlido A (Tabla 1). En ¢l caso de la sintesis del 12-
oxocalandlido A, la pérdida de potencia sc compensa con la actividad de la mezcla
racémica (Xu et al, 1998).

Se ha sugerido que los dos metilos y el hidroxilo del 2,3-dimetilcroman-4-ol (anitlos A y
D) deben presentar tres orientaciones sucesivas sobre las posiciones 2,3y 4 (10, 11 y 12)
para obtener la maxima actividad inhibitoria de la RT del VIH-1 (Ishikawa et al, 1997).
Asi, el inofilum B con configuraci6n trans, trans muestra la maxima actividad (ICso =
0.038 uM), seguido por inofitum P trans, cis (ICsq =0.13 uM), luego el inofilum D ¢is,
trans (1Csp = 11 pM) y finalmente el inofilum A cis, cis (ICsp = 30 uM) (Figura 6).

Para investigar el papel del cromanol, se prepararon una serie de andlogos del (+)-
calandlido A y se evalud su efecto protector contra la citopatocidad de VIH-1 mediante el
ensayo de XTT (Zembower, et al, 1997). La remocion del metilo en C-10 ocasioné que
solo un epimero (OHP-12) presentara actividad, aunque disminuida. La sustitucién del
metilo en C-10 por un etilo se tradujo en una disminucién a ¥4 comparada con la mezcla
racémica del calanélido A; pero si el sustituycnte era un isopropilo se perdia por
completo la actividad. La substitucién de los metilos por etilos sobre las posiciones 10 y
11 ocasion6 disminucién de la actividad anti-VIH-1. En todos los ejemplos anteriores, la
relacion cis entre los alquilos en 10 y 11 implicé inactividad. Sin embargo, los derivados
ceténicos en 12, con relacidén cis o trans entre los metilos 10 y 11 si presentaron
actividad.

2.1.1.2. Interaccion del (+)-Calanélido A con la Reversa Transcriptasa

Se ha estudiado ¢l cfecto del (+)-calandlido A sobre quimeras moleculares, las cuales
contienen segmentos complementarios de las transcriptasas reversas del VIH-1 y VIH-2,
con la finalidad de conocer que segmentos o sitios de la secuencia de aminoicidos son
criticos para la inhibicién, determinando que el segmento crucial se encuentra entre los
residuos 94 a 157 en la transcriptasa reversa del VIH-I, pero también puede existir un
segmento adicional, situado entre los aminoécidos 224 y 427. En otros experimentos, en
los cuales se generaron mutaciones puntuales en la TR, sugirieron que la sensibilidad al
(+)-calandlido A depende de los aminoécidos leucina en posicién 100, tirosina 188 y en
menor grado sobre la lisina 103 (Hizi et al., 1993; Boyer et al., 1993). Lo anterior sugiere
que el (+)-calanélido A tiene dos sitios de union y es posible que los dos segmentos de
TR que le confieren sensibilidad a dicho compuesto estén interaccionando con una dnica
molécula inhibitoria. (Hizi et al., 1993; Boyer et al., 1993; Currens e al, 1996).

Adicionalmente se ha examinado la estructura tridimensional de la TR para determinar si
estos segmentos pueden estar en contacto suficientemente cercano para formar un Gnico
sitio de unién para el (+)-calandlido A. El modelo tridimensional de la TR muestra que el
sitio hidrofébico, al cual se une el nevirapine (droga de tipo no nucledsido), se encuentra
préoximo en la base del “pulgar” y cercano a la “muiieca”. El nevirapine se une al sitio
hidrofébico justo por debajo del sitio activo de la TR e interactita directamente con los
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residuos de tirosina en posicién 181 y 188 (Kohlstacdt et.al., 1992). En el caso del (+)-
calandlido A, al parecer interacciona con los mismos aminoacidos, pero en particular con
el residuo de tirosina 188 (Currens et al, 1996).

También se han realizado evaluaciones de la actividad del (+)-calanélido A sobre cepas
del VIH resistentes al 1-[(2-hidroxietoxi)metil]-6-(feniltio)timina (HEPT), encontrando
que cambios simples en la secuencias de aminodcidos de RT, en especial en los
aminoécidos 101, 103, 106, 181 o 236 dan al virus alta resistencia al HEPT, pero no al
(+)-calanélido A. (Buckheit et al, 1995).

Los estudios emprendidos sobre el (+)-calandlido A desde 1992, han lievado a concluir
que es un nuevo tipo de inhibidor no nucledsido de la RT (NNRTI) del VIH-1 y es un
fuerte candidato para transformarse en firmaco. Recientemente se realizé con éxito el
primer ensayo de actividad del (+)-calanélido A in vivo. Dicho compuesto administrado
oral o parenteralmente inhibi6 la replicacién del VIH-1 IIIb en un modelo de células
CEM-SS humanas infectadas implantadas dentro de una fibra plastica hueca en ratén
(Xu et al, 1998).

Sintetizando, algunas de las caracleristicas mds sobresalientes del (+)-calandlido que
determinan su importancia farmacolégica (Xu ef al., 1998) son:

a).-Presenta actividad sclectiva contra ¢l VIH-1, pero no contra otros retrovirus, como ¢l
VIH-2.

b).-Presenta actividad contra una gran diversidad de cepas de VIH-1, tanto de referencia
obtenidas de muestras clinicas incluyendo aquellas que inducen sincicio. Proveé
citoproteccion a células humanas establecidas o0 nuevas, incluyendo leucocitos
periféricos y macréfagos.

c).- Es activo contra cepas virales resistentes a los farmacos convencionales, por ejemplo
AZT y 3TC, asi como contra cepas con las mutaciones YI181C y KI103N que
confieren resistencia contra la mayoria de los NNRTIs (nevirapine, delarvide y
efavirenz).

d).-Es inactivo contra cepas con la mutacién T1391; la cual, sin embargo, es susceptible a
casi todos los otros agentes antiHIV, incluyendo los NNRTIs.

€).-Se une en dos sitios diferentes de la RT y su mecanismo de accién es Gnico. Presenta
sinergismo en combinacién con NRTTs, inhibidores de proteasa y algunos NNRTIs.

f).-Debido a su naturaleza lipofilica se distribuye rapidamente en el cerebro y linfa luego
de su administracién oral e intravenosa en ratas, por tanto penetra a los reservorios
virales

2.1.2. Xantonas

Las xantonas cominmente se encuentran en la madera del genero Calophyllum vy especies
de familias relacionadas taxonémicamente. Las benzofencnas son precursores biogenéticos
de ias xantonas (Schmidt and Beerhues, 1997), pero las posibles propiedades antiVIH-1 de
estos compuestos han sido poco investigadas. Recientemente se encontré que dos xantonas
preniladas (Figura 7) aisladas de la corteza de Maclura tinctoria (Moraceae) presentan
actividad anti-VIH-1 in vitro. Las macluraxantonas A y B presentaron ECsp = 1-2.2 pg/ml,




sin embargo, también presentaron alta toxicidad (ICsq =2.3-3.7 ug/ml) a las células humanas
hospederas CEM-SS (Groweiss et al., 2000). Ademds, se ha reportado que cl
swertifranchisido (1,5,8- (trlhxdrom 3-metoxi-7-(5,77,3" 4”-tetrahidroxi-6"-C-f3-D-
glucopiranosil-4“-oxi-8 -flavil)-xantona), aislada de Swertia Sfranchetiana (Gentianaceae),
inhibi6 la RT del VIH-1 con un ICsy = 3 pg/ml (Wang er al., 1994). Adicionalmente la
mangostina y la y-mangostina, aisladas de Garcinia mangostana (Guttiferae) inhiben de
manera no competitiva la actividad de la proteasa del VIH-1 (Chen et al, 1996).

Macluxantona B Macluxantona C

Swertifranchisido

Figura 7. Xantonas con actividad anti-VIH-1

2.2, Actividad Citotoxica

Debido a que el céncer, es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial y estudios
epidemioldgicos aportan la evidencia de que existen factores externos tales como agentes
quimicos, radiaciones y virus, los cuales juegan un papel muy importante en la generacion
de dicho padecimiento, causando alteraciones a nivel del ADN, RNA y/o proteinas (Perucho
1998) 'y dado que muchos de los farmacos con los que se cuenta en la actualidad presentan
efectos adversos muy severos durante el tratamiento quimioterapéutico, es de gran
importancia encontrar y proponer nuevas moléculas como alternativa a la terapia
antitumoral.

v es para la tcrapia contra el céncer represenia una érea de
gran interés, en la cual las plantas representan una fuente importante. Para {levar a cabo
dicha blisqueda, los cernimientos realizados de extractos o substancias obtenidas de plantas,
mediante ensayos de citotoxicidad proveen datos (concentracién, efecto, etc.) preliminares

16




de gran valor para seleccionar las moléculas con propiedades antineoplésicas potenciales
(Popoca et al., 1998). La citotoxicidad es un pardmetro que se define como: la toxicidad de
cualquier molécula evaluada sobre diversas lineas celulares tumorales en cultivo (Suffnes
and Douros, 1982).

2.2.1. Coumarinas

Como parte de los estudios de actividad antiviral, las coumarinas aisladas del género
Calophyllum, en particular los calanolidos (Kashman et al., 1992; Mckee e al., 1996) e
inofilinas (Patil er al., 1993) presentaron baja citotoxicidad cuando fueron evaluadas in vitro
en varias lineas celulares con ICsg que van de 12.7 a 55 uM. (Tabla 1)

En otro trabajo realizado por Morel et al (1999), reportaron el efecto citotéxico de 2
coumarinas: racemol y Mammea A/AC ciclo F (figura 8), las cuales fueron aisladas de
Mesua racemosa, (género relacionado taxonémicamente) contra la linea celular KB,
encontrando que estas substancias también presentaron baja citotoxicidad con porcentajes de
inhibici6n de 49% (10 pg/ml = 24 uM) en el caso del racemol y 32% (10 pg/mi = 24 uM)
para la Mammea A/AC ciclo F.

Mientras que Guilet et al. (2000) reportaron el efecto citotéxico de diversas coumnarinas
aisladas de C. dispar (Figura 8) de estas coumarinas la Mammea A/BA ciclo F, Mammea
A/BB ciclo F, Mamma A/AA ciclo F, Mammea A/AB ciclo F y Mammea A/AC ciclo F
tuvieron una baja actividad citotdxica, inhibiendo el 50 % del crecimiento celular a una
concentracion de 5 a 15 pg/ml (=12.5 a 35.6 uM). Adicionalmente se ha reportado el efecto
citot6xico de tres coumarinas estructuralmente no relacionadas (Figura 8). Dicho trabajo fue
realizado por Kofinas et al (1998) quienes encontraron que las coumarinas: umbelliferona,
isoimperatrina y 2°(S),3°(R) -2 -acetoxiisopropil-3 -acetoxi-2",3 -dihydroangelicina aisladas
de Tordylium apulum. También presentaron baja citotoxicidad (ICsp= 12.0, 9.9 y 7.6 pg/ml
(NSCL.C-N6) y 8.6, 6.8, y 5.3 ug/ml (KB).

Mammeua A/BA ciclo F Mammes AJAA ciclo F R=CH2CH(CH3)2
Mammea A/BE ciclo F Mammea A/AB ciclo F R=CHCH3CHCH3
Racemal Mammea A/JAC ciclo F Mammea A/BC ciclo F Mammea A/AC ciclo F R=CH2CHzCH3

e Sy
O ¢
H o Ry © 0 =0
Umbeltiferona lseimperatorina 2(8),3(R)-2-acetoxiisopropil-3-acetoxi-

-2,3-dihidroangelicina

Figura 8. Coumarinas con efectos citotéxicos.




2.2.2. Xantonas

Hasta el momento no existen reportes en la literatura acerca de la actividad citotéxica de
xantonas aisladas del genero Calophyllum, sin embargo si hay reportes de xantonas
pertenecientes a otros géneros de la misma familia (Figura 9), las cuales si han mostrado una
importante actividad citotéxica. Seo et al 1999, reporta el efecto citotéxico de las xantonas:
trapezifolixantona y manglexantona aisladas de Tovomita brevistaminea, las cuales fueron
evaluadas contra la linea celular KB. Estas xantonas tuvieron actividad citot6xica
significativa con ECsp=4.1 y 1.9 pg/ml respectivamente. En otro trabajo realizado por
Asano et al.,, 1996 se reportd el efecto citot6xico de 15 xantonas aisladas de Garcinia
hanburyi sobre las lineas celulares: Hela y HEL. De las 15 sustancias solo 8 mostraron
moderado efecto citotéxico y de estas la desoxymorellina fue la Gnica que mostré gran
actividad (0.39 pg/ml) en ambas lineas celulares.

Otro trabajo realizado en 1998 por Proobraser er al. reportaron el efecto de siete
xantonas aisladas de la fraccién metandlica de Mammea siamensis contra varias lineas
celulares como: Lu-l(cincer de pulmén humano), KB (carcinoma epidermoide oral
humano), LNCaP (cincer de préstata humano dependiente de hormona), encontrando quc
todas fueron inactivas con EDs;=20 pg/ml Cabe mencionar que todas las xantonas
cvaluadas presentaron un grupo OMe en posicién 1 y pueden o no presentarlo en posicién 3.

Desoximorellina Trapezifolixantona Manglexantona

Figura 9. Xantonas con efectos citotéxicos

2.3. Actividad Antibacteriana

Otro aspecto adicional y de no menor relevancia que ha llamado la atencién de los
investigadores es el surgimiento durante los tltimos 30 afios, de més cepas resistentes a los
diversos farmacos empleados en la actualidad tanto a nivel comunitario como nosocomial,
situacién que impide recurrir a ellos cuando se los considera la mejor opcién terapéutica
(Goodman y Gilman, 1996; Miiler, 1996).

La resistencia a farmacos empleados en la actualidad se debe principalmente a diversos
mecanismos como: a) resistencia ribosomal, la cual es causada a través de mutaciones, lo
cual se ve reflejado en cambios estructurales de los receptores protefnicos ribosomales hacia
los farmacos, evitando la fijacién y en consecuencia el efecto sobre la sintesis de proteinas,
b) alteraciones en la permeabilidad de la membrana, lo cual disminuye la penetracién de
farmacos a través de la pared bacteriana e ¢) inactivacion enzimdtica, este mecanismo es
considerado uno de los mds importante y se lleva a cabo mediante recombinacién dél
material genético. La bacteria adquiere fragmentos de DNA extracromosémico que le
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Adicionalmente, y a rajz de la aparicién de bacterias resistentes a antibidticos, como S.
aureus resistente a meticilina (SARM) asf como S. aureus resistente a penicilina (SARP)
(linuma, et al., 1996), y dado que la bacteria SARM se ha vuelto una infeccién importante,
principalmente en hospitales, se ha emprendido la bisqueda y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos que puedan ser utilizados en el tratamiento de infecciones causadas
principalmente por SARM. Dharmaratne et al., (1999), reportaron 1as MICs contra SARM y
contra S. aureus sensible a la meticilina (SASM) de dos xantonas: calozeyloxantona y 6-
deoxi-o-mangostina. Encontrando que la calazeyloxanthona fue mds efectiva contra las dos
cepas con valores de MICs=4.1 y 8.1 pg/ml, mientras que la segunda sustancia no mostré
actividad significativa (MICs=250 ug/ml), respecto a los antibiéticos: vancomicina y
gentamicina (MICs=0.5, 4.0 y 0.5, 1.0 pg/ml respectivamente).

En otro trabajo realizado por linuma et al., (1996), también reportaron los MICs de dos
xantonas: o--mangostina (Garcinia mangostana) y rubraxantona (G. cowa) sobre cepas de
SARM y SASM. Encontrando que ambas xantonas fueron efectivas con MICs=1.57-12.5 y
0.31-1.25 pg/ml en ambos casos, siendo incluso la rubraxantona mas efectiva que el
antibidtico vancomicina (MICs=3.13-6.25 pg/ml).

Cowaina R=H Calozeyloxantona 6-deoxi-oi-mangostina
Cowanol R=0OH

o-mangostina

Rubraxantona

Figura 10. Xantonas con actividad antibacteriana
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III. OBJETIVOS

Conocer la composicién quimica de las hojas de Calophyllum brasiliense.
Determinar la presencia de coumarinas del tipo de los calanélidos.

Examinar las propiedades biol6gicas de los compuestos aislados, asi como de las
Xantonas previamente aisladas del duramen de la misma especie, para determinar:

a) Efectos sobre la actividad de la enzima transcriptasa reversa (RT) del VIH-1.
b) Efectos citotéxicos en diversas lineas celulares tumorales humanas.

c) Propiedades antibacterianas sobre diversas bacterias principalmente
enteropatégenas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Estudio fitoquimico
1.1. Material Biol6gico

Una muestra de hojas de C. brasiliense fue proporcionada e identificada por el M. en C.
Mario Vizquez de la Universidad Veracruzana. Las hojas fueron colectadas en el ejido
Benigno Méndez de Veracruz el 29 de Junio de 1996 por L. H. Bojorquez G. y E. Santiago
Cervantes. Ejemplares de herbario estan depositados en la Universidad Veracruzana en
Jalapa, Veracruz. Las xantonas fueron obtenidas de un trabajo previo realizado con el
duramen de C. brasiliense (Reyes et al., 1997).

1.2. Cromatografia e Instrumentacién

Los extractos se separaron en sus diferentes componentes utilizando cromatograffa cn
columna (c.c.), cromatografia en capa fina (c.c.f.) y preparativa (ccfp). En la separacién
cromatografica se utilizaron como adsorbente Gel de Silice 60 (Merck) y como eluyentes se
emplearon diferentes disolventes orgénicos. Para realizar c.c.f. se utilizaron cromatofolios
de Silica Gel de 0.25 mm de espesor (Merck), mientras que para realizar ccfp se empled
cromatoplacas de Silica Gel de 2 mm de espesor (Merck). La pureza de los compuestos fue
observada por c.c.f. Como reveladores se utiliz6é luz ultravioleta y una solucién de sulfato
cérico al 1% en 4cido sulfiirico 2N.

Las constantes fisicas y los datos espectroscOpicos, que sirvieron para la identificacién de
los compuestos aislados, fueron obtenidos como se indica a continuacién: Los puntos de
fusién se determinaron en un aparato Fisher Johns;. los espectros de infrarojo (IR) se
realizaron en los espectrofotometros Perkin Elmer 283-B y Nicolet FT-JR 5 SX. En el caso
de los espectros de ultravioleta (UV) éstos se obtuvieron con un espectrofotémetro Perkin
Elmer 552, los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN'H) se realizaron
en los espectrémetros Varian Gemini 2000 (200 MHz), y Varian XL 300 (300 MHz). En el
caso de los espectros de Carbono (RMN!3C) estos se determinaron en un espectrémetro
Varian Gemini 2000 (200 MHz). Para obtener los espectros de masas por impacto
electronico (EMIE) se utilizo un espectrémetro Hewlett-Packard 5985-B.

1.3. Aislamiento e identificacion de los compuestos

A fin de determinar si las hojas de C. brasiliense contenfan coumarinas del tipo de los
calan6lidos se prepararon los extractos orgénicos correspondientes (Esquema 1).

Se colocaron 2075 gramos de hojas cortadas en pequefias fracciones para aumentar la
superficie de contacto con el disolvente y asf{ mejorar la extraccidén. Sc realizaron
extracciones a temperatura ambiente durante una semana con cada disolvente de polaridad
creciente: hexano (3 veces), acetona (2 veces), metanol (2 veces) y agua (2 veces).

Posteriormente los extractos fueron concentrados al vacio en un rotavapor.
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1.3.1. Extracto Hexanico

De las tres extracciones realizadas con hexano se obtuvieron un total de 96.91 gramos. En la
primera extraccién (70.32 g) se observé la precipitacién espontdnea de unos agregados
cristalinos de color blanco, los cuales se lavaron con hexano, obteniéndose 19.88 g ; asi
como un residuo café (43.98 g). Una muestra de los agregados cristalinos fue analizada por
c.c.f. y se observaron tres manchas; la de mayor y menor polaridad presentaron Rf (frente
de referencia) similares al de los triterpenos canofilol y friedelina, respectivamente. La
mancha de polaridad intermedia aparentemente era un solo compuesto.

Parte de los agregados cristalinos (5.15 g) fueron disueltos en diclorometano. La parte
insoluble fu€ filtrada al vacio obteniéndose un polvo blanco (583.8 mg), el cual porccd.y
por comparacién con muestras auténticas resulté ser una mezcla de canofilol y friedelina.

El sobrenadante se concentré en un rotavapor eliminandose el CH,CL,, posteriormente se
agrego hexano frio, e instantdneamente se formé un precipitado blanco, el cual se filtr6, este
procedimiento se realizd 5 veces, de tal forma que se obtuvieron cinco fracciones (2ZHH1-5),
las cuales por c.c.f. sc observaron como una sola mancha con ¢l mismo Rf y quc
correspondieron al produclo de polaridad intermedia de la mezcla original. Este producto al
ser analizado por RMN'H se determino que era una mezcla de compuestos del tipo de las
coumarinas Mammea A/BA , Mamma A/BB y epi-Mammea A/BB reportadas
previamente para la especie Mammea americana (Crombie et al., 1966,1967,1970 y 1985)

Parte del sobrenadante (clave: 1HH (9.45 g)) fue preabsorbido en celita. La celita se colocé
en una columna empacada con gel de silice para columna. La columna se eluy6 con hexano
y acetato de etilo, asi como mezclas de estos disolventes (Esquema 2).

De la fraccién 1 (1HHC1) eluida con hexano se obtuvo una cera de color blanco
(883.3 mg) con punto de fusidn 52-55 °C, la cual no (ue caracterizads,

De las fracciones 3-5 (IHHC3-5) eluidas con hexano precipité un polvo incoloro
(45.9 mg) el cual se determind que era el triterpeno friedelina al ser comparado por ccf
con una mucstra auténtica.

En la fraccion 6 (IHHC6) eluida con hexano precipité un polvo fino (5.0 mg) de color
blanco, ¢l cual por ccf. se observé como un solo compuesto. El andlisis
espectroscopico permitié determinar que en realidad esta substancia ¢s una mezcla de
coumnarinas (Mammea B/BA y Mammea B/BB) similares a las previamente
reportadas para la especie Mammea americana (Finnegan et al., 1965, Carpenter et
al., 1970, Crombie et al., 1970, 1972)

En las fracciones 14 a 25 (IHHC14-25) eluidas con hexano precipité un polvo color
crema (720.6 mg), el cual resulté ser una mezcla de coumarinas iguales a las
encontradas en la fraccién 2HHS (Mammea A/BA, Mammea A/BB y epi-Mammea
A/BB) al ser comparadas por c.c.f. y por RMN'H.

Las fracciones 36 y 37 (1IHHC36-37) eluidas con una mezcla de hexano/acetato de
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etilo 9:1, fueron redisueltas con hexano, formdndose un precipitado blanco (83.0 mg)
el cual por c.c.f. indicé que era una mezcla de canofilol y otro producto con idéntico
Rf. Se procedié a disolver esta mezcla en acetona y se dejé que cristalizara
lentamente, obteniéndose dos tipos de cristales: a) agujas incoloras y b) agujas de
color opaco, asi que se procedid a su separacién con una espitula. Los cristales Opacos
presentaron un punto de fusién de 180-182 °C. Los estudios espectroscépicos
revelaron que se trata de una mezcla de coumarinas Mammea C/OA y Mammea
C/OB previamente aisladas de la especie Mammea africana (Carpenter et al., 1970).
Mientras que los cristales de color opaco se identificaron como el canofilol
previamente detectado en la mezcla.

En las fracciones 43 a 46 (IHHC44) eluidas con hexano/acetato de etilo 9:1, fueron
redisueltas con hexano, formindose unos cristales amorfos, los cuales por c.c.f. se
observaron como una solo mancha. Los estudios espectroscépicos revelaron que en
realidad se trataba de una mezcla de coumarinas con un substituyente propilo en la
posicion 4 y ademds presenta en las posiciones 5 y 6 un anillo de tipo furano. Dicha
mezcla esta constituida por los compuestos Mammea B/BA ciclo I' y Mammea
B/BB ciclo I, siendo el primer compuesto el mds abundante dentro de esta mezcla,

De las fracciones 49 a 53 (IHHCS30) eluidas con hexano/acetato de etilo 9:1 al
agregarle hexano y dejar evaporar se formé un sélido de color blanco (5 .0 mg) el cual
por c.c.f. se observé como un solo compuesto. Sus estudios de RMN'H revelaron que
se trata de un compuesto del tipo de los terpenos probabiemente un triterpeno, pero
debido a su poco rendimiento no fue posible establecer su estructura.

1.3.2. Extracto Aceténico

A partir de las dos extracciones realizadas con acetona se obtuvo un total de 101.34 g.
Una muestra (19.18 g.) sc macerd cn 800 ml de acetato de etilo obteniéndose un poivo
insoluble de color café (6.03 g.) (4AH) el cual se filtré al vacio (Esquema 1).

Posteriormente a la parte soluble en acetato de etilo (800 ml) fue procesada para eliminar las
clorofilas para lo cual se adicionaron 50 gramos de carbén activado, la mezcla se colocé en
una parrilla de calentamiento. Después de 10 minutos contados a partir de la primera
ebullicidn se retird del fuego y se filtré al vacio empleando un embudo Buchner el cual
contenia un papel filtro y una capa de celita lavada. El filtrado de esta solucién se concentré
al vacio hasta un volumen aproximado de 50 ml
A las 24 horas, precipité de manera espontdnea un polvo fino de color blanco (561.1 mg),
el cual se filtr6 al vacio. El precipitado resultd ser una mezcla de friedelina y canofilol al
ser comparado por c.c.f. con muestras auténticas. El sobrenadante (5.32 g) fue etiquetado
como 3AH2. Este material se preabsorbié en celita y se incorporé a una columna
empacada con silica gel para columna (100 g.) la cual se eluy6 con hexano y acetato de
etilo asi como mezclas de estos disolvente. Se tomaron fracciones de 250 mi (Esquema
3).

De la fraccion 10 eluida con hexano/acetato de etilo 9:1 se le agregd hexano y después

de un dia se formé un precipitado de color amarillo, el cual se filtro al vacio. El
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precipitado (3AH2C10(1)) (41.8 mg) con punto de fusién: 162-164 °C; analizado por
c.c.f. mostré un solo compuesto. El andlisis espectroscépico permitié identificar a este
compuesto como la Isomammeigina (Mammea A/BA ciclo D).

Con respecto al sobrenadante de la fraccién 10, este se concentré al vacio y después se le
+ agregl acetona, formindose espontdneamente un sélido de color blanco {(3AH2C10(2))
(15.3 mg} el cual se filtr6 al vacfo. Este sélido fue identificado como el triterpeno friedelina
al ser comparado con muestras auténticas.

En la fraccién 11 eluida con hexano/acetato de etilo 8.5:1.5 y después de agregar
hexano se formé un precipitado (70.9 mg) el cual al ser comparado con una muestra
auténtica, se determiné que se trata del triterpeno canofilol, previamente aisiado.

De las fracciones 16 a 17 eluidas con hexano/acetato de etilo 8.5:1.5 y después de
agregar hexano se formaron unos cristales incoloros (102.3 mg) con punto de fusién
118-119 °C. Por c.c.fl. y RMN'H se determin6 que se trata de la misma mezcla de
counmarinas previamente encontrada en la fraccion 1THHC44 (Mammea B/BA ciclo I,
Mammea B/BB ciclo F) del extracto hexanico.

En la fraccién 18 (3AH2CI18) eluida con hexano/acetato de etilo 8.5:1.5, se formé un
s6lido amorfo de color crema (5.6 mg), el cual por c.c.f. se observé como una sola
mancha. El andlisis de RMN'H permiti6 identificar a este como un compuesto del tipo
de los triterpenos, pero debido a su bajo rendimiento no fue posible la determinacién
estructural.

De las fracciones 40 a 43 (3AH2C40) eluida con hexano/acetato de etilo 6.5:3.5
precipité de hexano un sélido de color café, con punto de fusién: 193-194 °C. Sus
estudios espectroscdpicos permitieron identificar a esta sustancia como el 4cido
protocatechuico

De las fracciones 49-61 (3AH2CS51) eluidas con hexano/acetato de etilo 4:6 y hasta la
fraccién 61 eluida con hexano/acetato de etilo 1:9, se obtuvieron cristales incoloros
(49.8 mg) con punto de fusién 170-172 °C, los cuales fueron recristalizados con una
mezcla de acetona/hexano 1:4. Por c.c.f. se observé como una sola macha y su andlisis
espectroscopico permitié sugerir que se trata de un artefacto derivado del écido
shiquimico.

1.3.3. Extracto Metandélico

A partir de las dos extracciones realizadas con metanol se obtuvo un total de 181.74 g
(Esquema 1). Una muestra (160.61 g), se maceré con 800 ml de acetato de etilo,
obteniéndose un sélido insoluble de color café (34.82 g) (6MH) el cual se filtrd al vacio.

El sobrenadante se concentrd al vacio (4.40 g) y posteriormente sc disolvié cn 800 m! de
acetato de etilo, se le adicionaron 50 g de carbén activado, esta mezcla se colocé en una
parrilla de calentamiento y después de 10 minutos contados a partir de la primera ebullicién

se retird del fuego y se filtrd al vacio empleando un embudo Buchner el cual contenfa un
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papel filtro y una capa de celita lavada.

El sobrenadante obtenido de esta forma se concentré al vacio, posteriormente se lavé con
hexano caliente, la parte soluble en este se retiro con una pipeta pasteur. La parte insoluble
se disolvié en metanol y se dej6é evaporar a temperatura ambiente, durante este periodo de
evaporacion se observé la formacién de unos cristales incoloros los cuales se filtraron al
vacio y por c.c.f. fueron identificados como el triterpeno canofilol.

El sobrenadante se concentré y se disolvié en acetona y nuevamente se dejé evaporar a
temperatura ambiente, durante este proceso se observé la precipitacion espontdnea de unos
s6lidos amorfos de color crema insolubles, insolubles en acetona. Esta sustancia
(SMH1(2)p, 663.7 mg) fue soluble en metanol y agua, present6 un punto de fusién de 180-
183 °C, por c.c.f. se observé como una sola mancha, y el andlisis espectroscépico permitié
identificar a esta sustancia como el 4cido shiquimico, precursor de diversos metabolitos
secundarios.
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Esquema 1. Obtencidn de extractos de polaridad creciente de las hojas de
C. brasiliense

2060 g de hoja molida
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Esquema 2. Obtencién de los compuestos del extracto de hexano de lus hojas de
C. brasiliense

Hexano
(x3)
9691 g

v

7032 g

ﬁ

Hexano

Agregados
Sobrenadante cristalinos

(1HH) 2HH) 19.881
3533 ¢ (2HE) 19881 ¢

Fracciones \

1 3-5 6 14-25 36-37 43-46 49-53
Cera Friedelina ~ Mezcla Mezcla Canofilol Mezcla Triterpeno
776.5 mg 459 mg  Mammea Mammea + Mammea

B/BA+B/BB A/BA+A/BB Mammea B/BA ciclo F
50 mg +epi-A/BB C/OA+C/OB +
720.6 mg 83.0 mg B/BB cicloF
30.0 mg
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Esquema 3. Obtencién de los compuestos del extracto de acetona de las hojas de

C. brasiliense

Acelona (x2)
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v
Sobrenadante
Sdlido Café
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(4AH) v
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+
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/ Fracciones \
10 11 13 16-17 18 40-43 49-61
Friedelina Mezcla Canofilol  Mezcla Triterpeno Acido Artefacto
+ Mammea 709mg  Mammea  5.6mg Protocatechuico 49.8 mg
Mammea A/BA B/BA 100.5 mg
Isomammeigina + +
19.6 mg A/BB B/BB
epi-A/BB 102.3 mg
174.7 mg




2. Actividad Biolégica
2.1. Determinacidén de la actividad sobre la enzima transcriptasa reversa (RT)

Para la determinacién de dicha actividad se emple6 el ensayo de actividad Lenti-RT. Dicho
ensayo es un meétodo colorimétrico no radiactivo y se ha empleado para la bisqueda de
compuestos inhibidores de la RT VIH-1. Este método consiste en determinar la
incorporacién de bromo-desoxiuridina (BrdUTP) a un molde de poliadenina (poli A)
inmovilizado en microplacas de 96 pozos. La BrdUTP es reconocida posteriormente por un
anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina. La adicién del reactivo paranitrolenilfosfato
ocasiona que la fosfatasa alcalina hidrolize el grupo fosfato a paranitrofenil. Esta reaccién es
colorida y puede registrarse en un Lector de ELISA a 405 nm.

Para la evaluacién de la actividad sobre la RT se realizaron dos ensayos, las sustancias se
probaron a tres concentraciones molares (2.5, 25.0 y 250 uM.) cuando se desconocia el
peso molecular se emplearon las concentraciones: 1.11, 11.5, 111.5 pg/ml, como disolvente
se empled DMSO a una concentracién maxima del 10% v/v. Como control positivo se usé
nevirapine, inhibidor de la RT, bajo las mismas concentraciones de molaridad.

Para determinar las condiciones bajo las cuales la actividad de la RT eran optimas, se
realizaron ensayos de prueba en los cuales se varié la temperatura y se observé que a
temperatura ambiente (28 °C) la reaccién procedia lentamente, Mientras que a 33 °C es mas
rapida, alcanzando valores de absorbancia maximos de 2.5 a las 4 horas de haber agregado
el paranitrofenil fosfato, no usi a temperaturas inferiores. Por lo que se decidié que la
temperatura optima era 33 °C. Cabe sefialar que aun variando la temperatura el control de
nevirapine siempre inhibi6 la actividad de la RT en funci6n de la dosis. Lo anterior fue un
dato que permito determinar que la enzima se encontraba en optimas condiciones. ‘

A continuacién se describe brevemente en que consistié el protocolo para determinar
actividad sobre la RT de los metabolitos de C. brasiliense
Este kit consiste de varios elementos:
2 Placas de Poli A -
1 Frasco con: amortiguador de dilucién (B)
2 Frasco con: componentes de reaccién de la RT (C1)
1 Frasco con: amortiguador de reconstitucién (C2)
1 Frasco con: Rtr-VIH estindar
2 Frasco con: amortiguador de lavado concentrado (E)
2 Frasco con: Anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina (O)
1 Frasco con: tabletas del substrato de la FA (P1)
1 Frasco con: amortiguador del substrato de la FA (P2)
Piezas de pléstico adhesivo.
1. Dilucién del amortiguador de dilucién.
* Adicionar 30 ml del frasco B en un vaso de precipitado y adicionar 30 mi de
agua destilada.
2. Dilucién de las sustancias.
¢ Las sustancias se evaluaron en 3 concentraciones molares (2.5, 25.0 y 250 uM.)
cuando se desconocia el peso molecular se emplearon las concentraciones 1.11,
IL1, y 1115 pg/ml. Cada sustancia se evalué por triplicado y se realizé un
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segundo ensayo solo en aquellas substancias que mostraron algiin grado de
actividad sobre la RT
* Adicionar 135 pl de la solucién diluida B en cada pozo de las dos placas de
preparacion de muestras (cada placa contiene 96 pozos).
Adicionar 15 pl de la sustancia por analizar en el pozo Al.
* Adicionar 15 pl de la segunda sustancia por ser analizada en el pozo A2 y asi
continuar con las demds sustancias hasta completar A12.
* Transferir 15 ul desde los pozos Al-A12 a los correspondientes pozos de la fila
B.
* Transferir 15 pi desde los pozos B1-B12 a los correspondientes pozos de la fila
C y asi continuar hasta la fila G (Esto se realiza en ambas placas).
* Lafila H se usa para referencias y controles.
3. Preparacién de la mezcla de reaccion.
* Adicionar 2 ml de amortiguador de reconstitucién (C2) al frasco que contiene la
componentes de reaccién de la TR (C1).
4. Preparacién de las placas de poli A con las muestras.
* Tomar las dos placas y adicionar 100 ul de la mezcla de reaccién que se prepard
en el 3er. punto.
* Transferir 50 ul de cada pozo de las placas de preparacién de muestras.
* Cubrir las placas con el pldstico adhesivo e incubar por 30 minutos a 33 °C.
5. Dilucién de la rTR-VIH estindar (D).
* Adicionar 1.5 ml del amortiguador de dilucién preparado en el punto 1 al frasco
que contiene el liofilizado la r'TR-VIH estdndar (D) mezclar vigorosamente.
¢ Tomar un vaso de precipitado y etiquetarlo con el ndmero 2, adicionar 12 ml del
amortiguador de dilucién preparado en el punto 1 y verter | ml de la rTR-VIH
estandar diluida, mezclar vigorosamente.
6. Inicio de la reaccidn de Ia TR.
* Tomar las placas de poli A de la incubadora y adicionar 50 pl de la enzima
estandar en todos los pozos excepto H8-H12.
* Adicionar 50 pl del amortiguador de dilucién en los pozos de H8-H12.
e Scllar las placas con ¢l pléstico adhesivo ¢ incubar durante 3 hrs. 2 33 °C con
agitacién constante.
7. Preparacién de la solucién de Javado.
* Adicionar 150 pi de tritén X-100 en un litro de agua destilada y agitar por 10
minutos.
* Tomar del Kit el amortiguador de lavado concentrado (E) y adicionar 50 ml a un
contenedor de 20 litros.
e Adicionar el tritén X-100 disuelto al contenedor y ajustar el volumen a 20 litros
con agua destilada y mezclar vigorosamente.
8. Fin de lareaccién de TR.
* Tomar las placas de poli A de la incubadora y lavarlas 4 veces. Eliminar el
exceso de agua colocdndolas hacia abajo sobre un papel absorbente.
9. Reconstitucién del anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina.
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* Tomar los dos frascos de que contienen el anticuerpo (O) y adicionar 12 ml de
agua destilada conteniendo 1 % /v de tritén X-100 a cada una, mezclar
vigorosamente en un vortex durante 10 a 15 minutos.

* Tomar las placas recién lavadas y adicionar 100 pl a cada pozo de ambas placas
de poli A, posteriormente cubrirlas con el plistico adhesivo e incubarlas durante
90 minutos a 33 °C y con agitacién constante.

10. Preparacidn del substrato de la fosfatasa alcalina {FA).

* Adicionar las tabletas de FA (P1) al amortiguador (P2) agitar aproximadamente

por 20 minutos, mantener en oscuridad y a temperatura ambiente.
11. Eliminar e} exceso de anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina.

* Después de 90 minutos de incubacién remover de las placas de poli A los
excesos de anticuerpo lavando 20 veces. Eliminar el exceso de agua
colocandolas hacia abajo sobre un papel absorbente.

12. Inicio de la reaccidn de la fosfatasa alcalina.

* Adicionar 200 pl de la sustancia preparada en el punto 10 a cada uno de los
pozos de ambas placas de poli A.

e Cubrir las placas con el plastico adhesivo e incubar a temperatura ambiente y en
obscuridad y con agitacién constante.

13. Lectura de las placas (Para tal fin emplear un lector de placas).

* Leer la absorbancia de ambas placas después de 30 minutos de incubacién.
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.

4. Procesar datos.

2.2. Determinacion de la citotoxicidad y la eoncentracién media inhibitoria (ICsp)

Inicialmente sc realizé un tamizaje de las sustancias aisladas a una concentracién de 31 uM
¢ 20 ug/ml cuando se desconocia el peso molecular, y se determiné el % de inhibicién de
crecimiento celular. Posteriormente se determiné la ICsy solo en aquellas sustancias que
mostraron una inhibicion del crecimiento celular superior al 60%. Como controles positivos
se emplearon 5-Fluororacilo y adriamicina. Todos los compuestos fueron disueltos en
DMSO, a una concentracién méxima del 0.5% v/v. Las pruebas se realizaron en 5 lincas
celulares: Carcinoma epidermoide de laringe humano, HEp-2 (ATCC CCl 23), carcinoma
de cervix humano, HeLa (ATCC CCL2), Carcinoma del sistema nervioso central U251,
Carcinoma de Préstata PC-3 y el linfoma K562.
Este ensayo se llevé a cabo mediante el método de la sulforrodamina B en placas de 96
pozos para determinar la viabilidad celular el cual es un ensayo colorimétrico que se lee en
un lector de Elisaa 515 nm (Esquema 4).
Dia 1.
¢ Setoman las placas de crecimiento celular en el cual se observe una confluencia de 70 a
80 %
» Se cuentan las células para obtener una solucién de 5x10° células/ml.
* Seinoculan dos placas con 100 pl de la solucién anterior de células (5x 10° células/ml).
e Seincuban 37 °C en 4.5 % de CO,.




Dia 2.

A las 24 hrs. se afiaden 100 pl de medio a la placa denominada placa cero y después sc
fijan con 50 pl de una solucién de TCA (4cido tricloroacético) al 50% durante 1 hr. a 4
°C. Transcurrida la hora se lava con agua corriente de la ilave 5 veces, se deja secar a
temperatura ambiente y se guarda en refrigeracién.

En la(s) placa experimental se afiaden 100 pl de la(s) dilucién de la(s) substancia a
probar y se incuban durante 48 hrs.
Dia 4.

La placa experimental se fija con 50 ul de una solucién TCA al 50% y procede igual que
en la placa cero.
Dia 5.

Las placas (cero y experimental) se tifien con 100 pl de una solucién de sulforrodamina
B al 0.4% en dcido acético al 1% durante 30 min.

Se lavan con una solucién al 1% de 4cido acético 5 veces y se dejan secar a temperatura
ambiente.

Dia 6.
Se adicionan 100 pl de TRIS base (pH 10) y se agita.
Se mide la densidad Sptica a 515 nm en un lector de placas.

Y con los datos de densidad 6ptica se calcula % de inhibicién y/o ICsy con respecto al
control.

Para determinar €] % de inhibicién se aplican las siguientes formulas segiin sea el caso. En

los casos que se determind el valor de ICsg, los datos obtenidos se sometieron a una
regresion lineal para obtener dicho resultado.

100X[(T-To/(C-To)] cuando T es igual 0 >a To

O

100x[(T-To¥To] cuando Tes < aTo
C = Densidad 6ptica del control

T = Densidad éptica del tratamiento
To= Densidad éptica de la placa cero.
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Esquema 4. Prueba de actividad citotéxica sobre lineas celulares tumorales humanas.

Cultivos confluentes de células tumorales humanas

v

Diluciénde 1a5 x 10°

Sembrar en 2 cajas de
96 pozos 100 pl/pozo

-~ - ~

Placa Cero

Placa
experimental
Incubar 24 hrs ‘l
Adicionar 100 pl de
Incubar 24 hrs la dilucidn de
compuesto y/o
vehiculo
¥ Incubar 48 hrs /I
—
Fijar con TCA
al 50 %

Incubar 1 hra.
4°C

Lavar con agua

Secar x 24 hrs

Tefiar con SRR

l Incubar 30 min

Lavar c/Ac. acético

* Secar x 24 hrs

Agregar TRIS
Agitar
Leer absorbancia a 515 nm
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2.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Para este ensayo se sigui6 el método de sensidisco propuesto por Bauer er al., (1966) y
modificado por Caceres et al., (1990). Las tres cepas que se emplearon durante el primer
ensayo {grupo 1) fueron amablemente donadas por el laboratorio de Fitoquimica de la
UBIPRO de 1a facultad de Iztacala. Y las once cepas evaluadas en el segundo ensayo (grupo
2) forman parte del cepario del departamento de Salud Piiblica de la Facultad de Medicina
de la UNAM. :

Grupo 1

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Staphylococcus epidermidis

Grupo 2

Escheriguia coli enteropatogénica (EPEC) (029358)

L. coli enteropatogénica (ETEC) ((50933)

E. coli enteroinvasiba  (EIEC) (28918)

E. coli (ATCC 25922) (093258)

E. coli agregativa (AGG) (049766)

Salmonella typhi (aislamiento clinico RRE) (095426)

Salmonella typhi (ATCC 6539) (95073)

Salmonella typhimurium (074289)

Shigella dysenteriae (Dys 3)

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa (KTCC 27853) (095081)

Cada substancia se prob6 contra las bacterias arriba mencionadas empleando discos de papel
filtro Whatman No. 3 de 6.0 mm de didgmetro, los cuales se marcaron e impregnaron 500
ug/disco. Como controles positivos se emplearon: Cloranfenicol (0.25 pg/disco),
estreptomicina y ampicilina (10.0 pg/disco). Como disolventes se emplearon agua estéril, y
acetona. :

Los discos impregnados y secados en condiciones de esterilidad en una campana de cultivo,
se colocaron en cajas con agar Muller-Hinton de 4 mm de espesor, previamente inoculadas.
El método para inocular las placas es: de un cultivo puro de cada una de las bacterias arriba
citadas se inocula un tubo de 5 ml con agua peptonada al 1% y se incuba a 37 °C durante 24
horas, de este cultivo se toma una alicuota de 1 ml y se inocula en otro tubo con 10 ml de
agua peptonada al 1% el cual también se incuba durante 3 horas a 37 °C en agitacién
constante, pasado este perfodo el cultivo se ajusta en un nefelémetro al valor 0.5 de
MacFarland para obtener un concentracién de 150X 105 a partir de esta concentracién se
realiza un dilucién 1/20 en solucién salina. A partir de esta solucién se toman 100 ul que se
inoculan en las cajas con agar Muller-Hinton gelificado, haciendo un estriado cerrado con
un rastrillo, para obtener un crecimiento bacteriano homogéneo en toda la caja. Finalmente
se colocan los discos sobre la superficic de la placa de agar de manera equidistante,
Posteriormente las cajas se incuban a 4°C durante 30 minutos, después se sacan de la estufa
y se dejan a temperaiura ambienie duranie i5 minuios mas, pard finaimenie incubar a 37 °C
durante 24 horas, pasado cstc periodo se revisan las cajas y se miden los halos de
crecimiento (Esquema 5).

35



Esquema 5. Prueba de actividad antimicrobiana.

Asada de una colonia Asada de una colonia pura Tomar ! ml de bacterias

24 hrs
—'—-—>24 frs — > 24 hrs
37 DC 37 OC ——W’
Placa de agar gelosa-
sangre 5 ml de agua peptonada 5 ml de agua peptonada
1% pH 7.2 1% pH 7.2
Tomar 20 pul de bacterias '
Agitar la Tomar 100 ul de bacterias
solucién
enun
Ajustar en un colorimetro S vortex

0.5 de MacFarlan G
(150x10° UFC/mi) E—

Placa de agar Mueller-Hinton
Tubo ependorf con 380

pl de sol. salina 0. 15 M

> Colocar las cajas a 4 °C x 307

Colocar los discos impregnados
equidistantemente y presionar sobre
el agar

Distribuir el inéculo
uniformemente con un
rastrillo

Dejar las cajas a

Incubar a Observar y medir
—_— temperatura —_— s L,
ambier}:tc por 15" 37°C x 24 hrs halos de inhibicién
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V. RESULTADOS

1. Estudio fitoquimico de las hojas de Calophyllum brasiliense
1.1. Rendimiento de los extractos

Ei rendimiento de los extractos (en peso seco de las hojas) obtenidos con hexano,
acctona, melanol y agua sc muestran en la tabla 3. El extracto que mostré un mayor
rendimiento fue el de metanol (8.82%). A este le siguieron los extractos de hexano y
acetona con rendimiento de 4.70 y 4.92 % respectivamente y finalmente el extracto
acuoso (3.35 %).

Tabla 3. Rendimiento de los extractos obtenidos de

las hojas de C. brasiliense.
Extracto Gramos % del peso seco
Hexano 96.91 4.70
Acetona 101.34 4.92
Metanol 181.74 8.82
Apua 69.21 3.36
Total 449.21 21.80

1.2. Composicién quimica de las hojas

De los extractos analizados (hexano, acetona y metanol) se aislaron 14 compuestos (Tabla
4) a saber: 2 triterpenos, 9 coumarinas, 2 derivados del 4cido shiquimico asf como un
compuesto el cual probablemente sea un artefacto producto del tratamiento del extracto de
acetona con carbén activado.

Tabla 4. Compuestos aislados de las de las hojas de C. brasiliense

Compuesto Hexano | Acetona | Metanol
Triterpenos
Friedelina + + -
Canofilol + + +
Coumarinas
Mezcla 1: Mammeas A/BA, A/BB y epi-A/BB + + -
2 : Mammeas B/BA y B/BB + - -
3 : Mammeas C/OA y C/OB + - -
4 : Mammeas B/BA cicloF y + + -
B/BB ciclo F
Isomamimeigina - + -
Derivados del acido shiquimico
Acido Protocatechuico - + -
Acetonido 3,4 del Ac. Shiquimico - + -
Acido Shiquimico - - +
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1.3. Compuestos obtenidos del extracto hexénico

El andlisis cromatografico del extracto de hexano proporcioné 11 compuestos (Figura 13)
los cuales de acuerdo con sus datos espectroscOpicos resultaron ser los triterpenos
canofilol y friedelina, asi como nueve coumarinas. Estas no se obtuvieron puras, sino en
forma de 4 mezclas de isémeros: 1) Mammea A/BA, Mammea A/BB y epi A/BB; 2)
Mammea B/BA y Mammea B/BB; 3) Mammea C/OA y Mammea C/OB; 4) Mammea
B/BA ciclo F y Mammea B/BB ciclo F. Este extracto fue el mds abundante y rico en
compuestos, siendo sus constituyentes mayoritarios la mezcla 1 (Mammea A/BA, A/BB,
epi A/BB) y los triterpenos canofilol y friedelina.

1.3.1. Friedelina y Canofilol

Del extracto hexanico al redisolverlo con hexano precipité una mezcla de dos triterpenos,
los cuales fueron aislados e identificados como friedelina y canofilol al comparar sus
datos espectroscépicos y constantes fisicas con muestras autenticas, asi como por
cromatografia en capa fina (idéntico Rf). Estos compuestos también se obtuvieron de
otras fracciones cromatogriaficas.

1.3.2. Mezcla 1) Mammea A/BA, A/BB, epi A/BB

El precipitado asi como las fracciones cromatogréficas (inciso 1.3.1) obtenidas del extracto
de hexano, presentaron una mezcla inseparable de 3 coumarinas, las cuales en ccf aparecen
como una sola mancha. Sin embargo, el anélisis espectroscopico (RMN'H, EM e IR) reveld
que en realidad se trataba de una mezcla de compuestos del tipo de las coumarinas presentes
en la especie Mammea americana, conocidas como: Mammea A/BA, Mammea A/BB y epi-
Mammea A/BB (Crombie er al., 1966, 1967, 1970, 1985). En el espectro de RMN'H, se
observo una sefial simple en 6.0 ppm, caracteristica para el protén H3 del esqueleto de una
coumarina. Dicho esqueleto debe estar substituido por un grupo fenilo en el carbono 4 ya
que sc observan dos sefales miltiples en 7.56 y 7.42 ppm las cuales integran para 5
hidrégenos, también se observé una sefial simple en 14.61 la cual sugtere la presencia de un
OH quelatado. Una sefial simple en 5.90 que desaparece al agregar D;0 indicé que se
trataba de un hidroxilo posiblemente sobre el Carbono 5. El espectro de RMN'H también
indicé que este compuesto contiene dos substituyentes adicionales en el carbono 6 y 8 los
cuales fueron por un lado un grupo 3,3-dimetilalil y un grupo 3-metilbutiril. En el primer
caso se observaron sefiales caracteristicas en 5.09 tm (J=7 y 1.4 Hz, 1H), 3.29 d (J=7 Hz,
2H), 1.70 s (3H) y 1.65 d (J=14 Hz, 3H), para los protones H,’, H,' y los metilos
correspondientes. En el caso del grupo acilo (3-metilbutiril), esté fue indicado por la
presencia de sefiales en 3.19 d(J=6.8 Hz, IH), 2.32 m (J=6.6 Hz, 1H) y 1.06 d (J=6.7 Hz,
6H) para los protones Hy", H;" y los metilos sobre el C;", .

Por otro lado, el espectro de RMN'H mostré sefiales adicionales de menor intensidad
que sugieren que ademdés del compuesto Mammea A/BA se encuentra un compuesto en
menor cantidad el cual es el isdmerc Mammea A/BR, asf como su epimero-Mammea

A/BB. La presencia del isémero Mammea A/BB se dedujo por las sefiales en 3.95 ppm
(J=6.5, HI), 1.29 d (J=6.7, 3H), 1.95 m (2H), 1.01 t (J=7.28, 3H) asi como una seiial
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simple en 14.57 ppm que integra para un OH quelatado, dichas sefiales sugirieron la
presencia de una coumarina con un grupo 2-metilbutiril en la posicion 8.

La presencia del compuesto epi-A/BB se dedujo de otro grupo de sefiales de mucho menor
intensidad que las previamente mencionadas en 4.11 m (J=6.7, 1H), 1.30 dd (J=6.7, 3H),
1.59 m (2H), 1.01 t (J=7.28, 3H) las cuales fueron asignadas a una coumarina con un grupo
2-metilbutiril, asi como una pequefia sefial simple en 14.50. Las pequefias diferencias en
desplazamiento quimico sugieren que epi-A/BB es el epimero del compuesto Mammea
A/BB. Dicha mezcla de compuestos isémericos (Mammea A/BA y A/BB), presenté en el
espectro de MASAS, el i6n molecular en 406 congruente para la férmula minima CysH,Os
y el pico base en m/z 293.

Datos de RMN'H de la mezcla 1: Mammea A/BA y A/BB(200 Miz, CDCL,)

Protén d (ppm) Multiplicidad J (Hz) No. de

H
H3 6.0 ] 1H
Arom. 7.85 m 3H
Arom. 7.56 m 2H
OH 5 14.61 s 1H
OH 7 5.9 8 IH
CHy-isoprenilo |3.30 d 7.0 2H
CH-isoprenilo  |5.09 tm 7.02 I1H
CHjs-isoprenilo | 1.65 S 3H
CHs-isoprenilo |1.70 S 3H

Subst. acilo Protén d (ppm) Multiplicidad | J H

A/BA CH, 3.19 d 64 |2H

CH 2.32 m 6.0 |1H

2(CH») 1.06 d 6.7 |6H

A/BB CH 3.95 m 6.5 {1H

CH, 1.95 m - 2H

CH, 1.01 t 72 |3H

CH, 1.29 d 6.7 |3H

IR v max (KBr):3985(OH); 2964, 2932, 2872(C-H alifdtico); 1729(C=0); 1724(C=0);
1614(C=C); 1556(C=C); 1390(C-O).

EMIE: 70(w) m/z (%): 406 M+ (96.4%)[C25H2605]+; 363(55.6%); 351(76.0%):
293(100%).

1.3.3. Mezcla 2) Mammea B/BA y B/BB

El espectro de RMN'H de la fraccién 6 obtenida de la columna del extracto de hexano
revelo de igual forma que se trata de una mezcla de los compuestos Mammea B/BA y
B/BB previamente reportadas de Mammea americana (Crombie er al., 1967, 1970, 1972,
1985; Finnegan et al., 1965} y M. africana (Carpenter et al., 1970) El espectro de RMN'H
fue similar al anteriormente descrito para la mezela | de coumarinas Mammea A/BA, A/BB
y epi A/BB, pero a diferencia de este, se observé: una seiial triple en 2.93 ppm (J=7.5 Hz) la
cual integra para dos hidrogenos, una sefial miiltiple en 1.38 ppm (J=3.5 Hz, 2H) y una sefial
triple en 0.91 ppm (J=6.4 Hz, 3H), las cuales indican la presencia de un grupo propilo. La
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ausencia de las dos sefiales multiples en 7.56 y 7.42 ppm indican que en la posicién 4 se
encuentra un substituyente propilo en vez de un grupo fenilo.

Por otro lado, el espectro de RMN'H mostré al igual que en el compuesto anterior sefiales
de menor intensidad que sugieren que ademis del compuesto B/BA, se encuentra en menor
cantidad el isémero Mammea B/BB, el cual presenta un substituyente 2-metilbutirit sobre el
carbono 8. A continuacién se sefialan los datos de RMIN'H que permitieron identificar dicha
mezcla.

Datos de RMN'H_de la mezcla 2: Mammeas B/BA y B/BB (200 MHz, CDCLy)

Proton d Multiplicidad J H
H3 6.0 S 1H
CH,-propilo 2.93 t 7.5 2H
CH,-propilo 1.38 m 3.5 2H
CHa-propilo _ |0.91 t 6.4 3H
OH 14.61 s I1H
OH 6.86 s 1H
CHy-isoprenilo |3.49 d 7.2 ZH
CH-isoprenilo |5.24 t 7.2 IH
CH;-isoprenilo | 1.82 S 3H
CH;-isoprenilo |1.87 $ 3H
Subst. acilo Protén d(ppm) Multiplicidad | J H
B/BA CH, 3.16 d 6.7 |2H

CH 2.27 m 66 |IH

2(CHs») 1.03 d 6.7 |6H
B/BB CH 3.93 m 6.6 [IH

CH, 1.93 y 1.63 m - 2H

CH, 1.25 d 6.6 |3H

CHj; 0.97 t 64 |3H :

IR v max (KBr): 3325(OH); 2960,.2931, 2858(C-H aliftico); 1722(C=0); 1602(C=C);
1560(C=C); 1462(C=C); 1329(C-0); 1116 (C-0).

1.3.4. Mezcla 3) Mammea C/OA y C/OB

Los estudios espectroscépicos de los cristales opacos aislados de las fracciones 36 y37dela
columna de hexano revelaron que se trataba de una mezcla de courmnarinas: Mammea C/OA
y C/OB. El espectro de RMN'H mostré sefiales similares para el Hs3, el OH sobre el
carbono 5 y para el OH sobre ¢l carbono 7, asf como para el grupo 3-metilbutiril en posicién
8, todas ellas ya descritas para el compuesto Mammea A/BA, pero a diferencia de este, se
observé la ausencia de las sefiales para el grupo isoprenilo y para el grupo fenilo,
apareciendo nuevas sefiales: una sefial simple en 6.25 asignado a un protén aromdtico, el
cual fue asignado al hidrégeno sobre el carbono 6, adicionalmente también se observaron
sefiales en: 2.95 ppm (t, J=7.5 Hz), 1.64, 1.37 y 0.90 (t, ]=6.8 Hz), las cuales indican la
presencia de un grupo pentiio ei cual debe localizarse sobre el carbono 4.

Adicionalmente, el espectro de RMN'H mostr6 sefiales de menor intensidad para un grupo
2-metilbutiril que sugieren que ademds del compuesto C/OA, se encuentra el isébmero:
Mammea C/OB.
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Dicha mezcla de isémeros (Mammea C/OA y Mammea C/OB) presentd en el espectro
de Masas el i6n molecular en 332 congruente para la formula minima C;oH2405 y €l pico
base en m/z 275. Estas substancias han sido previamente aisladas de la especia Mammea
africana (Carpenter ef al., 1970). A continuacién se sefialan los datos de RMN'H de la
mezcla Mammea C/OA y Mammea C/OB.

Datos de RMN'H de la mezcla 3: Mammeas C/OA y C/OB (200 MHz, CDCL;)

Protén d(ppm) Multiplicidad J H

H; 6.04 s 1H
CH-pentilo (1) [2.95 t 7.5 2H
CHz-pentilo (2) | 1.64 m 2H
CH,-pentilo (2) | 1.37 m 2H
CHj-pentilo 0.90 t 6.8 3H
OH 5 14,16 S 1H
OH 7 7.10 s 1H
Hg 6.25 S 1H

Subst. acilo Proton d(ppm) | Multiplicidad | J H

C/0A CH, 3.14 d 6.6 |2H

CH 2.26 m 6.6 |IH

2(CH3) 1.01 d 6.6 |6H

C/OB CH | 3.90 m 6.6 (1H

CH, 1.88 m 6.8 |2H

CH; 1.24 d 6.6 |3H

CH, 0.94 t 59 |3H

Punto de fusién de 180-182 °C.

IR v max (KBr): 3164(0); 2961, 2932, 2872(C-H alifatico), 1726(C=0); 1622(C=C);
1595(C=C); 1390(C-0); 1270(C-0); 1117(C-0).

EMIE: 70(w) m/z (%): 332M+ (36.6%) [C19H24051+, 317(21.10%) [M+-CHj,], 299
(7.0%) [M+-CHs-H;01, 276(66.1%) [M+-CsHs), 275(100%) [M+-
C4Hol, 234(13.3%), 219(12.69%).

1.3.5. Mezcla 4) Mammea B/BA ciclo ¥ y B/BB ciclo F

El anilisis dc RMN'H de los cristales obtenidos en las fracciones 43 a 46 del extracto de
hexano, mostré similitudes con el espectro de la mezcla de Mammea B/BA y B/BB pero a
diferencia de este, se observd una sefial triple en 4.85 ppm (J=9 Hz), una sefial doble en 3.08
ppm (J=6.7 Hz) y tres sehales simples en 2.0, 1.41 y 1.28 ppm, las cuales fueron asignadas a
protones de un anillo 2-(1-hidroxi-1-metiletil)dihidrofurano, el cual se encuentra en posicién
5 y 6. Por lo que se dedujo que se trata del compuesto Mammea B/BA ciclo F que al igual
que en los casos anteriores ya ha sido previamente reportado para el genero Mammea
(Crombie et al., 1972, 1985) Adicionalmente, el espectro de RMN 'H también mostr6
sefiales de menor intensidad que sugieren que ademds del compuesto B/BA ciclo F, se
encuentran el isdmero: Mammea B/BB ciclo F. Dicha mezcla isomérica (Mammeas B/BA
ciclo F y Mammea B/BB ciclo F ) present6 en el espectro de masas el in molecular en 388
congruente para la formula minima Cp»Hy30¢ v el pico base en m/z 331. A continuacidn se
sefialan los datos de RMN'H de la mezcla de Mammea A/BA ciclo F y A/BB ciclo F
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Datos de RMN'H de la mezcla 4: Mammea B/BA ciclo F y B/BB ciclo F
{200 MHz, CDCL5)

Protén d(ppm) Multiplicidad J H

H; 5.95 s - IH
CH,-propilo 2.82 m 7.2 2H
CH;-propilo 1.64 m 7.4 2H
CHj-propilo 1.03 t 6.4 3H
OH 5 14.18 s - I1H
OH ciclo F 2.00 s.ancho - IH
CH-ciclo F 4.85 t 9.0 2H
CH;-cicloF 3.08 d 6.7 2H
CHj-ciclo F 1.41 $ - 3H
CH;-ciclo F 1.28 s - 3H

Subst. acilo Proton d(ppm) Multiplicidad | J H

B/BA ciclo CH; 3.17 dd - 2H

F CH 2.24 m 6.6 |IH

2(CHs) 1.03 d - 6H

B/BB ciclo CH 3.85 m 6.6 [IH

F CH, 1.92 y1.5 m - 2H

CH, 1.23 d 8 3H

CH, 0.99 t 56 [3H

IR v max (KBr): 2964(C-H alifitico); 1728(C=0); 1631(C=C); 1606(C=C),
1429(C=C); 1393(C-0); 1300(C-0); 1150(C-0); 1121(C-0).

EMIE: 70(w) m/z (%): 388 M+ (54.9%) [C12H506]+; 373(14.0%)[M+-CHa);
355(11.2%); 332(22.5%); 331(100%)[M+-]; 301(7.0%); 287(4.9%);
259(14.7%).

1.4. Compuestos obtenidos del extracto aceténico

La separacion cromatogrfica del extracto de acetona proporcions 10 compuestos
(Figura 13) los cuales de acuerdo a sus caracteristicas fisica y datos espectroscépicos
fueron identificados como los triterpenos: canofilol y friedelina asi como seis
coumarinas las cuales se obtuvieron como mezclas de isémeros (mezcla |: Mammea
A/BA, Mammea A/BB y epi A/BB; mezcla 4: Mammea B/BA ciclo F y Mammea B/BB
ciclo F) excepto la coumarina Isomammeigina (Mammea A/BA ciclo D) la cual se
obtuvo pura, asf como el 4cido protocatechuico y un artefacto probablemente producido
durante el tratamiento que se dio a este extracto (Inciso 1.3.2) .

Las caracteristicas fisicas asi como los anélisis espectroscopicos de IR, UV y RMN'H de
la mayorfa de los compuestos aislados son similares a los previamente indicados en el
punto anterior, excepto para los compuestos: Isomammeigina, 4cido protocatechuico y el
artefacto.

Por lo tanto a continuacién se sefialan los datos espectroscépicos que permitieron la
identificacién de dichas substancias.
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1.4.1. Isomammeigina (A/BA ciclo D).

El espectro de RMN'H del precipitado la fraccién 10 del extracto de acetona fue similar al
del compuesto Mammea A/BA, pero a diferencia de este, mostré dos sefiales dobles en 5.38
ppm (J=10 Hz) y 6.62 ppm (J=10 Hz), las cuales fueron asignadas a dos protones vinflicos
los cuales forman un anillo de cromeno con lo cual se pudo concluir que esta substancia es
la Isomammeigina (A/BA ciclo D) previamente aislada del genero Kilmeyera pumila
(Castellano et al., 1988; Nagem et al., 1988). Dichos estudios fueron confirmados por el
andlisis de difraccién de rayos X (Figura 11).

Datos de RVMIN'H de la Isomammeigina (Mammea A/BA ciclo D)) (200 MHz, CDCL,)

Protén d (ppm) Multiplicidad I (Hz) No. de
H
H3 6.0 5 IH
Arom 7.39 m 3H
Arom. 7.23 m 2H
OH7 14.78 S 1H
CH-cromeno (3) |5.38 d - 10 1H
CH-cromeno (4) |6.62 d 10 1H
2(CHa)-cromeno | 0.95 $ 6H
Subst. acilo Protdn d (ppm) Multiplicidad | J H
CH, 3.19 d 6.7 |2H
CH 2.32 sept 67 |IH
(CHs)» 1.06 d 6.7 |6H
C2 o A
=D
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Figura 11. Esterodiagrama por difraccién de Rayos X de la isomammeigina.
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1.4.2. Acido Protocatechuico

De acuerdo a las caracterfsticas fisicas y datos espectroscGpicos del precipitado de la
fraccién 40-43 del extracto de acetona permitieron identificar a esta substancia como el
dcido protocatechuico el cual es un intermediario en la via del 4cido shiquimico. A
continuacién se sefialan los datos de RMN'H que permitieron su elucidacién estructural -

C7HgQy, sélido café, p.f. 192-194 °C.

RMNIH(3OO MHz, Acetona D6/TMS): 9.00(1H, s. ancho, COOH), 7.52(1H, d, J=2, H2),
6.88(1H, d, J=8, H5), 7.46(1H, dd, J=2.,1 y 8.4, H6), 9.00(1H, s. ancho, OH), 9.00(1H, s.
ancho, OH).

IR v max (KBr): 3309 ancha (COOH); 1674 (C=0); 1602 (C=C); 1525 (C=C); 1455 (C=C);
1294 (C-C); 1294 (C-O); 1243 (C-0); 767 (Ar).

EMIE: 70(w) m/z (%): 154 M+ (93.6%) [C;HsO4]; 137 (100%) [M+-OH]; 119(2.12%);
109 (23.4%)[M+-COOHJ; 91 (2.83%); 81(8.15%); 63(7.8%).

1.4.3. Artefacto: Aceténido 3-4 del dcido shiquimico

Los datos espectroscépicos asi como el anélisis de Rayos X (Figura 12) de la fraccién 49-
61 obtenida mediante el tratamiento con carbén activado del extracto de acetona,
permitieron identificar a esta substancia como el: Aceténido 3-4 del 4cido shiquimico.
Dicho compuesto probablemente es un artefacto el cual se origin6 al tratar el 4c.
Shiguimico con acetona y silice. A continuacién se anotan los datos espectroscépicos
que permiticron su elucidacién estructural asi como cl anilisis de rayos x que permiticron
confirmar su estructura.

C10H40:s, cristales incoloros, p.f. 170-172 °C.

RMN'H (500 MHz, Acetona D6/TMS): 6.79 (1H, ddd, J=3.3, 1.7, 1.7), 2.55 (1H, ddt,
J=15.0 3.0, 3.5), 2.28 (1H, ddt, J=15.0, 6.0, 1.5), 3.95 (1H, td, J=6.0, 4.5); 4.13 (1H, t; J=6)
473 (1H, m,J=4.7, 1.5), 1.32 (1H, s), 1.32 (1H, s)

RMN"’C (500 MHz, Acetona D6): 8:135.3 (C1), 130.5 (C2), 30 (C3), 68.2 (C4), 77.9 (CS),
72.9 (C6), 109.6 (C7), 26.1 (C8), 28.2 (C9), 167.8 (C10).

IR v max (KBr): 3339 (OH); 2591-2598 (COH); 1701 (C=0), 1644 (C=C); 1276 (C-0).
EMIE: 70(w) m/z (%): 214 M+ (0.05%) [C,6H,40s]; 199 (100%) [M+-CH;]; 139 (51.77 %)
{(M+-COO(CHa;),)
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Figura 12. Esterodiagrama por difraccién de Rayos X del aceténido 3-4 del 4cido
shiquimico.

1.5. Compuestos obtenidos del extracto metanélico

El extracto metanélico después de haber sido sometido al tratamiento con carbén activado,
proporciond 2 compuestos, los cuales de acuerdo a sus caracteristicas fisicas y datos
espectroscopicos fueron identificados como: Canofilol y 4cido shiquimico. El 4cido
shiquimico, se ha aislado de diversos géneros de plantas y microorganismos y ha sido
ampliamente identificado, estableciéndose que es un intermediario clave en la biosintesis
de aminodcidos aromdticos, asi como de diversos grupos de metabolitos secundarios
(Herbert, et al, 1989). El extracto acuoso no fue analizado quimicamente.
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Figura 13. Coumarinas, Triterpenos y Acidos aislados de las hojas de C. brasiliense
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2. Evaluacién de la actividad biolégica de los metabolitos de las hojas de
Calophyllum brasiliense

Una parte fundamental del presente proyecto fue la evaluacién de la actividad bioldgica
de xantonas y coumarinas (Figura 14). Las coumarinas aqui aisladas de C. brasiliense,
han sido previamente descritas para el genero Mammea, y muestran diferencias
estructurales respecto de los calanélidos. Estos compuestos presentan el grupo acilo en
posicién 8 ciclizado formando el anillo D (2,3-dimetilcroman-4-ol), y el grupo
isoprenilo sobre el carbono 6 también se encuentra formando un anillo denominado C
(2,2-dimetilcromeno). Se ha establecido que la actividad sobre la RT de este tipo de
compuestos se encuentra precisamente en el anillo D, el cual presenta las caracteristicas
estructurales necesarias para la actividad anti-VIH-1, en particular la presencia de un
grupo OH sobre el carbono 12. En el caso de las coumarinas tipo mammea ninguna
presenta el anillo D y solo dos de las coumarinas aisladas presentan el grupo acilo
ciclizado, en el caso de la Isomammegina se encuentra el anillo C, y parael caso de la
Mammea B/BB ciclo F este es de tipo furano ( 2-(1-hidroxi-1-metiletil)-dehidrofurano).

Por lo tanto y debido a las diferencias estructurales entre los calanélidos anti-VIH-1 y las
coumarinas tipo mammea, se decidié evaluar la actividad sobre la RT de estas ultimas,
asi como determinar la citotoxicidad de este tipo de compuestos. Se sabe que los
calandlidos anti-VIH-1 presentan baja citotoxicidad, mientras que las coumarinas tipo
mammea presentan cierto grado de citotoxicidad ( Guilet et al., 2000). Adicionalmente se
evalué la actividad antibacteriana ya que esta no ha sido explorada en trabajos previos.

Las xantonas son otro grupo de compuestos las cuales fueron previamente aislados del
duramen de C. brasiliense (Reyes et al., 1997) y dado que no han sido evaluadas sus
posibles propiedades antivirales, en el presente trabajo también se evalué la actividad
sobre la RT ya que se ha reportado que algunas xantonas aisladas de Maclura tintoria
(Groweiss et al., 2000) presentan actividad contra la RT del VIH-1, asi como sus
probables efectos citotéxicos ya que.en la literatura se ha reportado que son fuertes
inhibidores de la replicacion celular in vitro (Asano et al., 1996) y finalmente también se
sabe que algunas xantonas tienen efectos de tipo bactericida (linuma ef al., 1996), por lo
que también se evalud su actividad sobre diversas enterobacterias.
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Figura 14. Coumarinas, triterpenos, 4cidos y xantonas de C. brasiliense evaluados en las
pruebas de actividad biologica (RT, citotoxicidad y antibacieriana).
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2.1. Determinacién de la actividad de los compuestos aislados sobre la enzima
transcriptasa reversa

A las concentraciones evaluadas (250, 25 y 2.5 uM) ninguna de las xantonas, mostré
efecto sobre la actividad de la RT mientras que para el caso de las mezclas de
coumarinas solo una de ellas (mezcla 1: Mammea B/BA ciclo F+B/BB ciclo F) asi como
la isomammeigina inhibieron levemente a la concentracién més alta (250 uM <8.6 %)
(Tabla 5). A la misma concentracién, el nevirapine inhibié {a actividad de la RT en un
74.2%. También se detectd una ligera inhibicién de la RT en el caso del triterpeno
friedelina (6.12%). Mientras que el canofilol fue totalmente inactivo.

Tabla 5. Efccto de los metabolitos secundarios sobre la

actividad de la TR.
% inhibicién *
Sustancias
Control 0
Nevirapine 74.1
Xantonas:
I 0.0
I 0.0
Iy IV 0.0
\Y% 0.0
VI 0.0
Coumarinas:
Mezcla 1: Mammea A/BA+A/BB 0.0
Mezcla 3: Mammea C/OA+C/OB 0.0
Mezcla 4: Mammea B/BA 4.77
ciclo F+B/BB ciclo F
Isomammeigina . 8.67
Triterpenos:
Friedelina 6.12
Canofilol 0.0
Derivados del 4dcido shiquimico:
Acido Shiquimico 2.74
Acido Protocatechuico 2.02

*=promedio de 2 experimentos independientes con 3 réplicas cada uno,
a una concentracidn de 250 uM

Cabe mencionar que dentro de los compuestos o mezclas no identificadas, el precipitado del
extracto de metanol con clave 6MH (Inciso 1.3.3) (grafica 2) mostrd un efecto significativo
sobre la actividad de la RT de 19.82, 62.0 y 79.3 % a las concentraciones de 1.1 I, 11.l y
11L5 pg/ml respectivamente. El efecto observado de las dos iiltimas concentraciones son

similares a las observadas en el control positivo (6.65 pg/ml = 74.2 % y 66.75 png/ml =
68.0 %) (grafica 1).
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Grafica 1. Efecto del nevirapine sobre la actividad de la enzima RT a concentraciones de:
0.665, 6.65 y 66.75 pg/ml
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Grafica 2. Efecto del precipitado 6MH sobre la actividad enzimitica de la RT examinado
a concentraciones de: 1.11, 11.1 y 111.5 pg/ml por desconocer su estructura
peso molecular

2.2. Determinacion de la Citotoxicidad

La citotoxicidad de xantonas y coumarinas se evalué inicialmente sobre cinco lineas
celulares derivadas de tumores humanos, a una concentracién de 20 ug/ml (fracciones) o
31 uM (compuestos puros). La mayoria de las xantonas y coumarinas mostraron efectos
toxicos contra casi todas las lineas celulares (Tabla 6).

En particular destacan las mezclas de coumarinas 1)Mammea A/BA+A/BB, y
3)Mammea C/OA+C/OB) asi como las xantonas (Tabla 6) las cuales fueron en casi
todos los casos 100% toxicas a la concentracién evaluada, con excepcién de la
isomammeigina y la mezcla 4)Mammea B/BA ciclo F+B/BB ciclo F, las cuales
Unicamente tuvicron efcctos t6xicos superiores al 50 % sobre la una linea celular (PC-3)
o dos (K562 y U251) respectivamente. En contraste, los écidos shiquimico y
protocatechuico fueron inactivos contra casi todas las lineas celulares. Fn el caso de los

A 5 S}

triterpenos, el canofilol mostré toxicidad sobre las lineas epiteliales Hela y HEp-2,
mientras que la friedelina solo fue citotéxica a PC-3.
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Tabla 6. Inhibicion del crecimiento celular por los metabolitos de las hojas y duramen de
C. brasiliense en cinco lineas celulares.

% de inhibicién
Substancia Hel.a | HEp-2 PC-3 K562 U251
Coumarinas:
[somammeigina 14 16 634 46.8 38.9
Mezcla 1: Mammea A/BA+A/BB 100 92.0 96.4 38.6 93.1
Mezcla 3: Mammea C/OA+C/OB 100 100 100 39.1 100
Mezcla 4: Mammea B/BA c.F+ B/BB ¢. F 18 20 484 69.5 57.8
Xantonas:
I 100 100 100 n.p 100
11 100 95.0 88.76 74.2 100
v 87.0 76.0 46.8 84.4 66.6
MylV 100 98 n.p n.p n.p
\Y% 100 92 79.2 100 89.6
Triterpenos:
Canofilol 76 80 7.0 5.4 13.7
Friedelina 15 2 619 s5.a 25.8
Acidos:
Ac. Protocatechuico 2 5.2 5.4 5.4 5.4
Ac. Shiquimico 5.2 s.a 2.32 s.a 5.26
Otros:
6MH 3 2 n.p n.p n.p

Compucstos evaluados por 48 hrs. a una concentracién 31 uM o 20 pg/ml para ¢l caso de 6MIH; s.a: sin
actividad; n.p. : no probado.

Un segundo ensayo fue realizado para determinar fa concentracion efectiva 50 (ICsg) solo
de aquellas substancias que mostraron efectos citotéxicos superiores al 50 % en el primer
ensayo. En la tabla 7 se muestra que los ICsp de las mezclas de coumarinas se encuentran en
general entre 0.5 a 2.6 UM dependiendo del tipo celular, mientras que en el caso de las
Xantonas este se ubica entre 2.0 a 16 pM. Es interesante notar que la cantidad necesaria
para provocar dichos efectos citotéxicos de la mayorfa xantonas y coumarinas, es igual a la
del control positivo (5-fluororacilo) en el caso de las lineas Hela y HEp-2, mientras que en
las tres lineas restantes estos compuestos son 15 veces mas potentes. Sin embargo, al
comparar estos resultados con un segundo control positivo (adriamicina), el efecto
citotéxico de las xantonas y coumarinas resulté alrededor de 150 veces menor.
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Tabla 7. I1Csq de coumarinas y xantonas en lineas celulares tumorales.

ICs (M)
Substancia HeLa HEp-2 PC-3 K562 U251
Coumarinas:
Mezcla 1: A/BA+A/BB 0.6 2.0 0.5 1.8 1.6
Mezcla 3: C/OA+C/OB 0.5 1.0 1.8 26 2.5
Mezcla4: B/BA c. F+B/B c. F n.p. n.p. n.p. 5.0 9.4
Xantonas:
I 3.0 3.0 np. n.p. n.p.
Iil 2.5 2.5 14.8 34 27
v 9.0 12 n.p 7.1 8.2
ylv 2 2 n.p. np. np.
\% 3.0 5.0 16.0 11.8 6.5
S-fluororacilo 1.5 1.0+ 114 82.6 205
Adriamicina 0.005 0.005 0.005 1.8 0.018

Concentraci6n efectiva 50 (ECyo =uM) de los compuestos determinada a las 48 hrs; n.p. : no probado
2.3. Determinacién de la actividad antibacteriana

Los compuestos de C. brasiliense (tres mezclas de coumarinas, cuatro xantonas, dos
triterpenos, dcido shiquimico, y protocatechuico y el precipitado 6MH) fueron inicialmente
examinados en once cepas enteropatgenas, la mayoria de los compuestos Unicamente
tuvieron efecto en dos cepas: S. typhy y S. aureus (Tabla 8) En el caso de S. typhy, (gram-)
esta solo fue susceptible a las xantonas pero no a coumarinas y demias compuestos, siendo
el efecto observado de tipo bactericida. Para el caso de S. aureus (gram+), Gnicamente
Xantonas y coumarinas mostraron un efecto bactericida y solo en dos mezclas de coumarinas
(mezcla 1: Mammea A/BA+A/BB y mezcla 3: Mammea C/OA+C/OB) se observo un
efecto bacteriostitico Cabe mencionar que estas bacterias fueron ligeramente sensibles a
coumarinas y xantonas en comparacién a los compuestos: ampicilina y estreptominica, los
cuales fueron 50 veces mas potentes.

Tabla 8.Efecto de coumarinas y xantonas de C. brasiliense en dos bacterias

enteropatdgenas.,
Halos de inhibicién (mm)”

Substancia Salmonela typhi (7) Staphylococcus. aureus (10)
Coumarinas:
Mezcla 1) A/BA+A/BB 0.0 11.5:16 ¥
Mezcla 3) C/OA+C/OB 0.0 95, 14v
Mezcla4) B/lBAc. F+B/B¢. F 0.0 0.0
Xantonas:
I 0.0 0.0
III IL.5 i0.5
Il v IV 13.0 11.5
A% 12.5 11.0
VI 14.5 9.0
Ampicilina* 24.0 25.5
Estreptomicina* 16.9 25.5

Compuestos evaluados a 500 pg/mi; d=promedio de 3 replicas; *= concentracién: 10.0 pg/disco; ¥ =efecto
bacteriostitico




Un segundo experimento (Tabla 9) mostré resultados similares sobre otra cepa de S. aureus
y también indic6 que las bacterias oportunistas B. Subrilis y S. epidermidis son ligeramente
afectadas por las xantonas y coumaninas, a la concentracién evaluada, y son altamente
susceptibles al cloranfenicol.

Tabla 9. Efecto de xantonas y coumarinas de C. brasiliense sobre tres bacterias.

Halos de inhibicién (mm) d
Sustancias S. aureus B. subtilis S.epidermidis.
Coumarinas:
Mexeln 1) A/BACABE 152,177 v 145 [43,17.3 ¥
Mezcla 3) C/OA+C/OB 13.3,16.0 v [12.0 12.5,15.1 ¢
Mezcla 4) B/BA ¢. F+B/B ¢. F 0.0 0.0 0.0
Xantonas:
1 7.5 0.0 0.0
I 11.8 9.3 11.1
HIylV 12.6 10.6 11.8
M 13.3 10.6 12.0
VI 11.1,13 ¥ 9.1 10.6,153 ¥
Cloranfenicol* 19.0 15.0 15.3

Compuestos evaluados a 500 ug/ml; d=promedio de 3 replicas; *= concentracién: 0.25 pg/disco,
¥ =efecto bacteriostético.
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VL. DISCUSION

En el presente trabajo se aislaron de las hojas de C. brasiliense 15 compuestos de los cuales
10 son coumarinas, dos son triterpenos (friedelina y canofilol), y dos son acidos (shiquimico
y protocatechuico) asi como un posible artefacto derivado del 4cido shiguimico. Las
coumarinas generalmente se aislaron como mezcla de isémeros y epimeros, con excepcion
de la isomammeigina que se aislé pura. De estos compuestos las mezclas de coumarinas
representan aproximadamente el 1.5 % del peso seco de las hojas, siendo la mezcla |
(Mammeas A/BA, A/BB y epi-A/BB) asi como los triterpenos friedelina y canofilol los
constituyentes mayoritarios de los extractos de hexano y acetona.

En el caso de las coumnarinas, todas presentan un grupo acilo saturado sobre el carbono 8,
asf como un grupo isoprenilo en la posicién 6 de la molécula. Las coumarinas obtenidas son
de dos tipos de acuerdo al substituyente sobre el carbono 4: a) aquellas que presentan un
substituyente fenilo (mezcla 1: mammeas A/BA, A/BB, y epi-A/BB; e Isomammeigina) y b)
las que presentan un grupo alquilo de tamafio variable, ya sea propilo (mezcla 2:mammea
B/BA y B/BB; mezcla 4:mammea B/BA ciclo F y B/BB ciclo F); o pentilo (mezcla
J3:mammea C/OA C/OB).

Es importante destacar que las coumarinas aqui aisladas son del tipo Mammea y difieren de
aquellas cominmente identificadas para el género Calophyllum del tipo Calanélido, y sus
precursores, asi como Pseudocalanélidos. Estos dos itimos grupos se caracterizan por
presentar un anillo  2,3-dimetilcroman-4-ol resultado de la ciclizacién grupo acilo
insaturado sobre el C-8, con el grupo fenol en la posicién 7 (McKee ef al., 1998; Ishikawa er
al., 1997). Por el contrario las coumnarinas de C. brasiliense poseen un grupo acilo sobre el
carbono no ciclizado y estd saturado, tal como se ha reportado para otros géneros tales
como Mammea y Mesua (ambos incluidos junto con el género Calophyllum en la
subfamilia Calophylloideae). Recientemente Guilet et al (2000) reportaron por primera vez
el aislamiento de ocho 4-fenilcoumarinas aisladas de C. dispar, las cuales también presentan
en la posicién 6 u 8 un grupo acilo saturado. Por lo tanto el presente trabajo representa el
segundo reporte en el cual se afslan del géncro Calophyllum coumarinas del tipo mammea y
aunque las relaciones biogenéticas dentro del género no son claras, C. brasiliense y C.
dispar podrian representar a los primeros miembros de un grupo minoritario que sintetizen
coumarinas con un grupo acilo saturado y por lo tanto podrian ser considerados como la
unién con otros géneros de la subfamilia Calophylloideae dentro de la familia Clusiaceae.
{(Guilet et al., 2000).

Las coumarinas tipo mammea aqui aisladas, asi como las xantonas, no mostraron efectos
inhibitorios sobre la actividad de la RT (Tabla 5). Previamente se ha mencionado que las
coumarinas con actividad anti-RT, presentan un anillo D (trans-10, 11-dimetildihidropirano-
12-ol), el cual se ha identificado como el farmacéforo (la parte de la molécula mis
importante para una actividad biolégica) para la RT. (Véase la estructura del (+)-calandlido
A, Figura 6). Se ha establecido que 1a presencia de un heterodtomo, en particular de un OH
con orientacién 3 es determinante para dicha actividad. (Galinis et al., 1996; Flavin et al.,
1996). Puesto que las coumarinas aisladas en el presente trabajo no presentan el anillo D
(grupo acilo ciclizado) esto explica porque no inhiben la actividad de la RT. No obstante,
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serfa interesante evaluar a estas substancias sobre otras enzimas importantes dentro del ciclo
de replicacion del virus del VIH, como la integrasa o proteasa, asi como evaluar sus
propiedades in vitro con células infectadas con el VIH-1.

Es interesante destacar que las coumarinas anti-RT, en particular el (+)-calanélido A,
presentan baja citotoxicidad sobre linfocitos T humanos empleando el método de XTT-
tetrazolium-formazan, siendo su ICsp = 20 UM (Kashman er al., 1992). En el presente
trabajo se determind que las mezclas de coumarinas presentan efectos citotdxicos a
concentraciones 20 veces menores (ICsp =2.6-9.4 uM. Tabla 7) cuando fueron evaluadas
sobre cinco lineas celulares tumorales humanas mediante el método de sulforrodamina B, lo
anterior refleja la importancia del substituyente acilo sobre el carbono 8, ya que cuando se
encuentra ciclizado formando el anillo D disminuyen sus efectos citotéxicos y se incrementa
la actividad inhibitoria sobre la RT. Cuando el grupo acilo se encuentra no ciclizado
disminuyen su actividad sobre la RT y aumentan sus efectos citot6xicos.

Respecto a la citotoxicidad, las coumarinas de C. brasiliensis son entre 4 y 6 veces mds
potentes que otras coumarinas del tipo mammea. Por ejemplo, Gilet et al (2000) reportaron
el efecto citotéxico de las coumarinas aisladas de C. dispar, en particular de los compuestos
mammea A/BA ciclo F, mammea A/BB ciclo F, mammea A/AA ciclo F, mammea A/AB
ciclo F asi como mammea A/AC ciclo F sobre la linea celular KB, encontrando que estas
presentan un ICso entre 5 y 15 pg/ml (=12.5 a 35.6 uM). De igual manera Morel et al
(1999) también reportaron que las 6-acilcoumarinas en particular el racemol y la mammea
A/AC ciclo F aisladas de Mesua racemosa presentaron baja citotoxicidad contra la misma
linea celutar (KB).

Las diferencias encontradas con respecto a la citotoxicidad de las coumarinas de C.
prasiliense y las de C. dispar asi como de M. racemosa, podrian ser atribuidas a la
difcrencia de los compuestos de estas dos dltimas especies. Los compuestos de C.
brasiliense presentan un substituyente acilo en posicién 8, lo cual podria ser la causa de los
importantes efectos citotéxicos observados. En particular podemos ver que tanto el racemol
como la mammea A/AC presentan el grupo acilo en posicién 6, lo cual podria explicar la
baja citotoxicidad.

Un grupo isoprenilo sobre el carbono 6 también puede ser importante para la citotoxicidad
de las coumarinas. Cuando no esta ciclizado su actividad es mayor: IC5o=0.6 pM (mezcla 1:
Mammea A/BA, A/BB y epiA/BB), mientras que compuestos similares pero con el grupo
isoprenilo ciclizado formando un anillo de furano presentan baja actividad citotéxica como
en el caso de las mammea A/BA ciclo F asi como la mammea A/BB ciclo F aisladas de C
dispar las cuales tuvieron efectos citotéxicos a concentraciones menores (9.0 pg/mi =21.3 y
15 pg/ml=35.6 uM respectivamente). Dichas diferencias podrian ser la causa de la
citotoxicidad diferencial observada entre este grupo de substancias.

Con base en lo anterior, seria interesante, evaluar otro tipo de respuestas tales como la
inhibicién de la sintesis de DNA, alteraciones del ciclo celular etc., lo anterior seria de
utilidad pues permitiria determinar con cxactitud las propiedades citotéxicas de dichas
substancias, debido a que se sabe que otras moléculas del tipo de las coumarinas actian a




nivel del ciclo celular en la fase Gl (Kofinas et al., 1998) e inhiben la sintesis
macromolecular (Marshall et al., 1994). Determinar los mecanismos moleculares (por
ejemplo: apoptésis o detencién del ciclo celular) involucrados en la respuesta citotéxica de
estas moléculas, serfa de gran importancia para proponer a estas para estudios posteriores
en modelos in vivo con algidn tipo de carcinoma inducido. ‘

En el caso de las xantonas, ninguna de estas inhibi6 la actividad enzimatica de la RT
(Tabla 5). La ausencia de actividad por parte de estas moléculas probablemente pudiecra
estar asociada a las diferencias estructurales de estas xantonas y las que si han mostrado
actividad. En el cuso de las xantonas  Macluxantona B y Macluxantona C (Groweiss et
al., 2000) (Figura 7), estas presentan 2 substituyentes prenilados dentro de su estructura:
sobre el carbono 2 un grupo 2-isopentenil y sobre el carbono 4 un grupo 1,1 dimetilalil.
Las xantonas aqui evaluadas solo presentan el substituyente 1,1’dimetilalil sobre el
carbono 2, mientras que el carbono 4 se encuentra libre (figura 14), estas diferencias
podrian influir en la falta de actividad sobre la RT.

No obstante lo anterior, las xantonas de C. brasiliense presentan efectos antiproliferativos
significativos cuando fueron evaluadas contra lineas celulares tumorales humanas in vitro
(Tabla 7); destaca la actividad citotéxica de la xantona TII, este compuesto fue el mds activo
en las cinco lineas celulares tumorales evaluadas. Lo anterior concuerda con otros estudios
en los cuales se ha observado que este tipo de compuestos cuando presentan un anillo
adicional de tipo pirano (formado por la ciclizacién del grupo isoprenilo en posicidn 2 con el
grupo OH sobre el carbono 3), la actividad citotéxica se ve incrementada (Asano et al.,
1996; Seo et al., 1999), no asi cuando este no se encuentra formando un ciclo como en el
caso de las xantonas IV, V y VI en las cuales se ve una disminucién de la actividad
citotdxica (Tabla 7). Esto es mas evidente en ¢l caso de la xantona IV la cual carece de un
hidroxilo menos. Lo anterior es congruente con otros resuitados; Sordat-Diserens et al.,
(1992) reportaron el cfecto citotéxico de diversas xantonas preniladas sobre ¢l carbono 3,
aisladas de Garcinia livingstonei en cinco lineas celulares tumorales de colén y en general la
actividad citotéxica no fue significativa, excepto para la xantona 6,11-dihidroxi-3-metil-3-
(4-metil-3-pentenil)-3H,7H-pirano[2,3-c]-xantona, la cual presenté una ICsy de 1.6 png/mi
(=4.2 uM) y 0.6 pg/ml (=1.5 uM) en las lineas Coll5 y SW480 respectivamente.
Adicionalmente también se ha reportado que cuando las xantonas se encuentras metoxiladas
y/o se encuentran poco hidroxiladas estas presentan baja actividad citotéxica (Poobrasert et
al., 1998).

Por lo tanto seria relevante al igual que en el caso de la coumarinas, corroborar Ja actividad
citotdxica de las xantonas mediante otros métodos, e iniciar otros estudios que permitan
conocer los mecanismos moleculares que median la respuesta citotéxica. Otros estudios han
seflalado que las xantonas suprimen la sintesis macromolecular (Lin et al., 1996), aumentan
el indice mitdtico en fa metafase (Bilia er al., 2000), inhiben la actividad la enzima
topoisomerasa I y II (Tosa et al., 1997) e inhiben la actividad de la protefna P-glucoproteina
(Tchamo ez al., 2000), no obstante los mecanismos moleculares no se han determinado por
lo tanto estos antecedentes son de gran importancia ya que pueden orientar con respecto de
la direccion de futuras investigaciones.



En cuanto a la actividad antimicrobiana, tanto las xantonas como las.coumarinas no
presentaron actividad a bacterias gram-, mientras que contra las bacterias gram+ ( S. aureus,
B. subtilis y S. epidermidis) estos compuestos tuvieron baja actividad a la concentracién
evaluada (500 pg/disco), siendo alrededor de 50 veces menos efectivas comparadas con los
controles positivos (Tablas 8 y 9). Este es el primer trabajo en el cual se reporta que las
coumarinas presentan actividad antibacteriana aunque moderada.

Con respecto a las xantonas, se pude inferir que la poca actividad observada, se deba
principalmente a la presencia del grupo isoprenilo en posicién 3, ya que las xantonas que
han  mostrado una significativa actividad (por ejemplo la rubraxantona y la
calozeyloxantona, Figura 10), incluso comparable a la observada en los controles positivos
(linuma et al., 1996, Dharmaratne et al., 1999), no presentan dicho substituyente sobre el
carbono 3. Por lo tanto esta seria la caracteristica mds importante que determina la baja
actividad antibacteriana aqui reportada para las xantonas de C. brasiliense.
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VII. CONCLUSIONES

A partir del estudio quimico de las hojas y la evaluacién de la actividad bioldgica en
particular sobre la reversa transcriptasa (RT), efectos citot6xicos asi como efectos
antibacterianos de las coumarinas y xantonas de Calophyllum brasiliense se puede concluir

que:

1)

2)

3)
4)

5)
6)

Las hojas de Calophyllum brasiliense son ricas en metabolitos secundarios en
particular de coumarinas del tipo Mammea, siendo la mezcla | (Mammea A/BA,
A/BB y epi-A/BB) asi como los triterpenos canofilol y friedelina los constituyentes
mayoritarios.

Calophyllum brasiliense es la segunda especie en la que se determina que sintetiza
coumarinas tipo Mammea reportadas para otros géneros tales como Mammea y
Mesua.

Las coumarinas tipo mammea aisladas presentan baja actividad anti-RT (<10% a
250 pM), sugiriendo que la ausencia del anillo D podria explicar la baja actividad.
Tanto las xantonas como las coumarinas tienen efectos citotéxicos importantes sobre
diversas lineas celulares tumorales humanas.

Presentan baja actividad antibacteriana.

La unica especie de Calophyllum con distribucién en México no posee coumarinas
del tipo de los calandlidos los cuales son prospectos importantes en la terapia del
SIDA, pero sus propiedades citot6xicas al igual que las de las xantonas podrian
aprovecharse en el tratamiento del céncer.
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VIII. PERSPECTIVAS

a) Determinar los mecanismos celulares y/o moleculares que median la respuesta
citotdxica.

b) Evaluar las coumarinas en células infectas por el virus del SIDA.

¢) Ciclizar el grupo acilo de las coumnarinas obtenidas para generar el anillo D y determinar
si se incrementa la actividad anti-RT.

d) Evaluar las coumarinas sobre otras enzimas (integrasa y proteasa) involucradas en la
replicacién del virus de inmunodefiencia humana (VIH).

e) Ampliar los estudios a todas las especies de Guttiferas presentes en México.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIGTECA
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