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RESUMEN

Las especies del género Calophyllum son fuentes de dipiranocoumarinas, las
cuales inhiben la transcriptasa reversa del virus de inmunodeficiencia humana
tipo 1 (TR HIV-1). Los extractos de hexano de hojas de C. brasiliense de las
colectas Soconusco (SC) y Selva (SV) de Chiapas (México) inhibieron la
actividad de la transcriptasa reversa (TR) de VIH-1. El extracto de hexano de
las hojas de C. brasiliense de la Regién Soconusco presento potente inhibicion
contra la TR VIH-1 (Clsp= 30.2 pg/ml) en comparacion con la Region Selva
(Clso= 47.9 pg/ml), y aunque SC presentd una pobre resolucion sobre la
viabilidad celular sobre linfocitos humanos (CCso= 32.36 pg/ml), no resulto
toxico en el crustaceo Artemia salina (CLsp >1000 pg/ml), como tampoco en
ratones (DLsp= 1.99 g/kg). El estudio histolégico de los ratones tratados a la
mas alta dosis del extracto de hexano SC revel6 que no hay hepatotoxicidad,
pero un incremento en el numero de megacariocitos del bazo fue observado,
sugiriendo un efecto inmuno-estimulante. Los perfiles CLAR-UV mostraron que
los extractos de hexano de hojas de C. brasiliense de Chiapas son
qguimicamente diferentes. El perfil quimico por RMN y CLAR-UV-EM del
extracto de hexano de la Regidon Soconusco mostré que contenia: canofilol,
friedelina, &cido apetalico, (+)-calandlido A, (-)-calandlido B y (+)-calandlido C,
(+)-inofilum P, asi como los derivados 12-metoxi-(+)-inofilum P, 12-metoxi-(-)-
calandlido B y la cumarina triciclica, GUT-70, las cuales se han identificados
con actividad anti-TR VIH-1. El contenido de estos compuestos fue (+)-inofilum
P > 12-metoxi-(-)-calandido B > isomero de GUT-70 > mezcla de calanolidos A,
B y C > 12-metoxi-(+)-inofilum P > GUT-70 > (+)-calandlido D e isbmeros > (+)-
inofilum C y E e isébmeros. Esta es la primera vez que (+)-inofilum P y los
derivados metoxilados son aislados de C. brasiliense. Estos resultados
sugieren continuar con los estudios del extracto para el desarrollo de un

fitofarmaco contra el VIH/SIDA.
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ABSTRACT

Calophyllum species are sources of dipyranocoumarins, which inhibit human
immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase (HIV-1 RT). The hexane
extracts of the leaves from C. brasiliense collected from Soconusco (SC) and
Selva (SV) Region of Chiapas (México) inhibited the activity of reverse
transcriptase of HIV-1. However, the hexane extract of the leaves from C.
brasiliense of Soconusco Region showed potent anti-HIV-1 RT inhibition
(IC50=30.2 pg/ml) compared with Selva Region (47.9 upg/ml), but also SC
showed poor resolution on cell viability of human lymphocytes (CCso= 32.36
pg/ml), it was not to the crustacean Artemia salina (LCso >1000 pg/ml) and
neither toxic in mice (LDsp= 1.99g/kg). The histological study of the mice treated
at the highest dose of the hexane extract SC revealed no alteration on
hepatocytes, and an increase in the number of spleen megakaryocytes. HPLC-
UV profiles showed that the hexane extracts of leaves from C. brasiliense
collected from Chiapas are chemically different. The chemoprofiling analyzed by
NMR and HPLC-UV-MS of the hexane extract from Soconusco Region showed
to contain: canophyllol, friedelin, apetalic acid, (+)-calanolide A, (-)-calanolide B
or costatolide, (+)-calanolide C, (+)-inophyllum P, as well as, 12-methoxy-(+)-
inophyllum P, 12-methoxy-(-)-calanolide B and tricyclic coumarin, GUT-70,
which have been identified with anti-RT HIV-1. The content of these
compounds were (+)-inophyllum P > 12-methoxy-(-)-calanolide B > isomere of
GUT-70 > calandlidos A, B y C mixture > 12-methoxy-(+)-inophyllum P > GUT-
70 > (+)-calanolide D and isomers > (+)-inophyllum C and E and isomers. This
is the first time that inofilum P and methoxylated derivatives are isolated from C.
brasiliense. These results suggest this extract is suitable to continue studies for

developing a phytodrug against HIV/AIDS.
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1. INTRODUCCION

La pandemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)/Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) sigue constituyendo uno de los desafios mas
importantes en enfermedades infecciosas de la Salud Publica. De acuerdo a datos
del Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA y la
Organizacion Mundial de la Salud (ONUSIDA/OMS), el numero estimado de
personas que vivian con VIH en todo el mundo en 2010 alcanzé los 33.4 millones

(ONUSIDA/OMS, 2011).

Desde que se reconocio el VIH/SIDA en 1983, se han aprobado 25 medicamentos
para tratar esta infeccion (INFOSIDA, 2011; Hupfeld y Efferth, 2009). De los
farmacos aprobados, 12 estan enfocados a la inhibicidn de la transcriptasa reversa
y 10 para la proteasa (INFOSIDA, 2011; Hupfeld y Efferth, 2009). Sin duda alguna,
dentro del ciclo replicativo del virus, uno de los pasos mas atractivos para
contrarrestar la infeccion, es la trascripcion reversa del ARN viral hacia la
formacion del ADN complementario, ya que estos farmacos representan 50% del
total aprobados. Aunque estos farmacos han mostrado efectividad contra la
infeccion y han permitido incrementar la esperanza de vida del paciente, también
presentan limitaciones asociadas a riesgos con su uso prolongado, tales como
trastornos metabdlicos y reacciones farmacolégicas cruzadas, ademas la
inconsistencia en el tratamiento por parte del paciente es un factor para inducir

resistencia viral (De Clercq, 2000); por lo que es necesario desarrollar nuevos
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farmacos que permitan controlar el VIH/SIDA con menos efectos adversos. En
este contexto, muchas investigaciones actualmente se enfocan a la busqueda de
productos naturales con actividad antiviral, los cuales no deben ser toxicos para
las células no infectadas. En la bausqueda de nuevos compuestos potencialmente
atiles en el tratamiento de la infeccion por VIH-1, las especies de arboles
tropicales del género Calophyllum (Clusiaceae o Guttiferae) son de especial valor,
y han despertado gran interés desde que se aislaron de C. teysmanii los
calandlidos, que son dipiranocoumarinas tetraciclicas activas contra la
transcriptasa reversa del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (TR VIH-1)
(Kashman et al.,, 1992). ElI compuesto lider es el (+)-calandlido A, el cual
actualmente se encuentra en fase clinica Il/lll, por lo cual podria ser el primer
farmaco de origen natural aprobado por la Administracién de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos de América (FDA, siglas en inglés) para el tratamiento del

VIH (Butler 2005, 2008; Reyes-Chilpa y Huerta-Reyes, 2009).

En México, C. brasiliense es la Unica especie del género, sin embargo, se ha
encontrado que esta especie no es quimicamente homogénea, y al menos existen
dos poblaciones con distinta composicién quimica en las hojas, a las cuales se les
denomina quimiotipos (QTP). El extracto de hexano del primer quimiotipo (QTP1)
contiene coumarinas tipo mammea; mientras que el segundo quimiotipo (QTP2)
produce principalmente cromanonas, tales como el acido apetalico, y

dipiranocoumarinas, tales como los calandlidos; solamente el quimiotipo 2 es
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activo contra la TR VIH-1(Huerta-Reyes et al., 2004b, 2004c; Reyes-Chilpa et al,
2004). Adicionalmente, ejemplares colectados en el estado de Chiapas muestran
un patron cromatografico diferente a los anteriores, sin embargo, no se han

caracterizado desde el punto de vista quimico, farmacoldgico y toxicoldgico.

El desarrollo de un fitofarmaco con propiedades anti TR VIH-1 requiere de la
investigaciéon de su perfil quimico, farmacoldgico y toxicologico, por lo que la
diversidad quimica de C. brasiliense resulta de suma importancia en la obtencién
de un fitofarmaco, ya que se requiere de poblaciones con alto contenido de
dipiranocoumarinas activas. Ademas el aprovechamiento sustentable de este
recurso fitogenético permitiria a paises en desarrollo, como México, aprovechar su
riqueza natural en la posible solucién a un problema de salud complejo como es el
VIH/SIDA. Esto también ayudaria a la conservacién de la especie, la cual esta
catalogada en México como en peligro de extincién (NOM-059-SEMARNAT-1999),
ademas de la necesidad de impulsar el desarrollo de programas de investigacion
sobre los recursos bidticos nacionales (Reyes-Chilpa y Huerta-Reyes, 2009).
Desde esta perspectiva, en el presente trabajo se determind la composicion
quimica de las hojas de C. brasiliense de la Regién Soconusco del estado de
Chiapas, asi como la actividad in vitro contra la TR VIH-1, su toxicidad in vitro
(linfocitos humanos) e in vivo (ratones), el perfil neuro-farmacologico y el analisis
anatomo-histopatoldgico de los érganos de los ratones expuestos al extracto de

hexano.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La pandemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana/Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (VIH/SIDA)

La pandemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)/Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) sigue constituyendo uno de los desafios mas
importantes en enfermedades infecciosas de la Salud Publica. De acuerdo a datos
del Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA y la
Organizacion Mundial de la Salud (ONUSIDA/OMS), el numero estimado de
personas que vivian con el VIH en todo el mundo en 2010 alcanz6 los 33.4
millones, de las cuales 2.7 millones corresponden a nuevas infecciones. Aunado a
esto, se estima que 2 millones de personas murieron a causa del SIDA; lo que
significa que cada dia mas de 7000 personas contraen infeccién por VIH y mas de

5000 fallecen a causa del SIDA (ONUSIDA/OMS, 2011) (Tabla 1).

Tabla 1. Panorama mundial de la epidemia del VIH, 2011

Numero de personas Total 33.4 millones [31.5 — 35.8 millones]
viviendo con VIH Adultos 31.3 millones [29.2 — 31.7 millones]
Mujeres 15.7 millones [14.2 — 17.2 millones]
Nifios menores 15 afios 2.1 millones [1.2 — 2.9 millones]
Personas infectadas Total 2.7 millones [2.4 — 3.0 millones]
por el VIH Adultos 2.3 millones [2.0 — 2.5 millones]

Nifios menores 15 afios 430 000 [240 000 - 610 000]

Muertes por SIDA Total 2.0 millones [1.8 — 2.3 millones]
Adultos 1.7 millones [1.4 — 2.1 millones]

Nifios menores 15 afios 280 000 [150 000 - 410 000]
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A nivel Latinoamérica, México ocupa ya el segundo lugar en personas infectadas
con VIH/SIDA (ONUSIDA/OMS, 2011), y se estima que existen alrededor de 225,
000 personas infectadas (CONASIDA/CENSIDA, 2011), y el costo anual por
tratamiento individual asciende a los 6000 dolares (CONASIDA/CENSIDA, 2011).
Desde esta perspectiva el VIH/SIDA se ha convertido en un problema de Salud
Publica complejo y de Seguridad Nacional, por lo cual es necesario llevar a cabo
investigaciones que puedan ofrecer alternativas en la terapia contra el VIH/SIDA

(Gonzalez-Paredes, 2006).

2.1.1. Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

2.1.1.1. Caracteristicas del VIH

A la fecha se conocen 2 tipos de VIH. Los estudios filogenéticos sobre el VIH-1
indican que esta muy relacionado con el virus que de forma natural infecta a los
chimpancés (SIVcpz), mientras que el VIH-2 esta mas emparentado con el virus
gue infecta a los monos mangabey (SIVsmm), por ello se cree que ha habido una
transmision cruzada de los virus que producen inmunodeficiencia de los monos a

los humanos (Weiis et al., 2000). En la presente tesis nos enfocamos solo a VIH-1.

El VIH pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae; se trata de un
retrovirus con un diametro de 100 a 120 nm, cubierto por una membrana que
rodea la capside y la nucleo capside de forma conica (Luciw, 1996; Sierra et al.,

2005); es relativamente termosensible; puede alojarse en un segmento del
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cromosoma del hospedador y permanecer latente durante muchas generaciones
celulares. El genoma de este virus consta de tres genes (gag, pol y env) que
codifican para proteinas estructurales y seis genes (vif, vpr, tat, rev, vpu y nef)
que codifican para proteinas accesorias. Las proteinas estructurales son
sintetizadas  inicialmente como  precursores de  poliproteinas, que
subsecuentemente son procesadas por proteasas virales o celulares hacia
proteinas maduras. Las proteinas accesorias participan en procesos de regulacién

de la expresién/replicacion viral (Luciw y Shacklett, 1993; Levy, 1998).

2.1.1.2. Ciclo replicativo del VIH

Existen dos tipos de células humanas linfoides que son blancos principales de la
infeccion por VIH, los linfocitos T CD4+ y los macréfagos. El ciclo de multiplicacion
del VIH, es regulado tanto por proteinas virales como celulares. De forma

esquematica se reconocen 7 etapas (Figura 1).

1) Acoplamiento y fusién de la membrana viral-celular. El virus interacciona
con al menos dos tipos de receptores en la célula hospedadora; el receptor
especifico y comun a todos los VIH-1 es una proteina que se encuentra en la
superficie de la célula diana, denominada CD4+ se cree que esta molécula es
especifica y la afinidad de la gp120 viral por la CD4+ es mayor que la afinidad por

su ligando natural, una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad clase
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Il. Las principales células que poseen este receptor son los linfocitos y los

monocitos/macréfagos (CD4+) (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984).

Se han caracterizado otros co-receptores del virus como son los receptores
celulares del tipo CC o CXC de ciertas quimioquinas (Fauci, 1996). El co-receptor
CCRS5S es utilizado principalmente por las cepas de VIH con tropismos por los
monocitos, denominadas monocitotropicas, mientras que el CXCR4 lo es para las
qgue presentan linfocitotropismo (Cos et al.,, 2004). Una vez que interaccionan la
gp120 vy los receptores, se produce la fusion entre las membranas celular y viral
que tiene como responsable a la gp41, que se insertar4 en la membrana celular,
permitiendo la internalizacién de la nucleocapside del virus y la desencapsidacion

de su genoma (Luciw, 1996).

2) Transcripcion inversa o retrotranscripciéon. Tras la entrada del virus se inicia
la replicacion del virus (multiplicacion) por transcripcion inversa o
retrotranscripcion, mediada por la enzima transcriptasa reversa del viridbn y que
conduce a la formacion de la primera cadena de ADN a partir del ARN viral. La
segunda cadena de ADN requiere la accion de la ribonucleasa H. La doble cadena
asi generada es integrada al genoma celular (Hu y Temin, 1990; Freed y Martin,
2001). La retrotranscripcion es el principal proceso responsable de la diversidad
antigénica del virus ya que la retrotranscriptasa carece de la actividad exonucleasa

3’-5’, presente en las ADN polimerasas celulares, por lo que la tasa de mutaciones
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es muy superior a la que se registra en células eucariotas. Se estima que el
genoma viral experimenta de una a tres mutaciones por ciclo de replicacién

(Luciw, 1996).

3) Integracién. Por medio de la integrasa viral, el ADN formado es acoplado al
ADN de la célula, aunque parte del ADN formado puede persistir en el citoplasma
de la célula sin integrarse dentro del genoma celular. Una vez integrado en el
genoma celular el provirus puede permanecer latente o empezar a multiplicarse de
una forma controlada o de una forma masiva, en cuyo caso ocasionara efectos
citopéticos, mientras que en la latencia no se producen alteraciones patolégicas

(Pullen y Champoux, 1990).

4y 5) Transcripcion y Traduccion. El ARN del virus sintetizado a partir del ADN
proviral integrado en la célula, es el Unico que debe volver al citoplasma de la
célula para procesarse en transcritos de diferente tamafio. Las primeras rondas
de transcripcién llevadas a cabo por la ARN polimerasa |l celular sobre el ADN
viral integrado, generan varios transcritos que migran al citoplasma mediante una

via independiente de Rev (Evans y Levy, 1993).

Durante esta fase de replicacion temprana se producen mudltiples cortes y
empalmes de los ARNm, y soélo las proteinas regulatorias Tat, Nef y Rev se

expresan. Cuando Rev alcanza niveles adecuados, se une a una estructura de los
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transcritos denominada elemento de respuesta a Rev (RRE) facilitando su paso a
través de la membrana nuclear y protegiéndolos de la escision, de manera que se
generan ARNm sin cortes o con uno solo que producen el ARN gendémico y otras

proteinas virales (Sierra et al., 2005).

El gen env, que codifica para las proteinas de unién a CD4 (gpl120) y para las
proteinas virales transmembranales (gp41l) se expresa inicialmente como una
poliproteina precursora denominada gpl160, esta es glicosilada dentro del reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi, donde una endoproteasa escinde la
proteina para generar gpl20 y gp4l (Luciw, 1996). Estas proteinas son
transportadas por vesiculas celulares hasta la membrana plasmatica. Los genes
gag-pol se traducen para generar la poli proteinas Gag y Gag-pol que son las
precursoras de las 6 proteinas estructurales codificadas por gag y las proteasas,
integrasas y retro-transcriptasas codificadas por pol. Estas poli proteinas son

procesadas proteoliticamente durante la maduracion (Sierra et al., 2005).

6) Ensamblaje. Después de la traduccion, las proteinas Gag y Gag-pol migran
hacia la membrana celular y empiezan a ensamblarse dirigidas por Gag. Debido a
gue las proteinas virales se expresan sobre la superficie celular, se puede producir
la fusion entre células infectadas y células sanas que expresen el receptor CD4
generando células gigantes multinucleadas (sincicios). La formacion de sincicios

constituye uno de los mecanismos de propagacion del virus y es parcialmente
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responsable de la disminucion progresiva del nimero de linfocitos T caracteristico

del SIDA (Geleziunas y Greene, 2000).

Durante el ensamblaje de las particulas virales, se asocian las enzimas virales, el
genoma viral y el cebador celular ARNt"® y otros compuestos celulares. De esta
forma los viriones inmaduros geman a partir de la membrana plasmaética, lo que
activa la proteasa viral que escinde a las poliproteinas Gag y Gag-pol, liberando
las proteinas estructurales y las enzimas (Sierra et al., 2005). Todas ellas
interactian con las proteinas de la capside y nacleo capside para generar los

viriones maduros.

7) El viribn maduro. El proceso de ensamblaje y gemacién requiere de la
disminucién del nimero de moléculas CD4 celulares para evitar su interaccién con
las proteinas gpl120 recién sintetizadas. En este proceso intervienen las proteinas
Env, Nef y Vpu. La primera se une a las moléculas de CD4 que pasan por el
reticulo endoplasmatico durante su maduracién, mientras que la segunda acelera
la endocitosis y la degradacién subsecuente de CD4. La proteina Vpu produce
canales i6nicos en la membrana plasmatica que incrementan la tasa de liberaciéon
de virus (Luciw, 1996. Sierra et al.,, 2005). La particula viral madura esta
compuesta por una membrana, que incluye las proteinas virales gpl120 y gp41,
ademas de varias proteinas celulares, un centro que contiene ARN viral, las

enzimas transcriptasa reversa e integrasa. Otras proteinas no son empaquetadas

10
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en los viriones y sOlo actian en los pasos que preceden a la liberacion de los
virus. La vida libre de los viriones es muy corta, aproximadamente de 0.3-0.5 dias
(8 a 12 horas), y en 2.6 dias se realiza un ciclo viral completo con salida desde la
célula infectada hasta la infeccidbn de otro linfocito, multiplicacion y salida de

nuevos viriones (Flint et al., 2000 y Goff, 2001).
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Figura 1. Ciclo replicativo del VIH (www.niaid.nih.gov).

Conociendo el mecanismo molecular mediante el cual el virus lleva a cabo su
multiplicacion, muchas investigaciones se han enfocado en el desarrollo de
terapias que bloqueen algunos de los pasos antes descritos. Entre las lineas de
investigaciobn se encuentra el interés en estudiar como actdan los diferentes

compuestos naturales con propiedades anti-VIH aislados de plantas.
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2.2. Farmacos aprobados contra el VIH/SIDA

Actualmente existe diversidad de farmacos aprobados por la Administracion de
Drogas y Alimentos (FDA, EUA) y respaldados por la OMS para emplearse en el
tratamiento del VIH/SIDA (Tabla 2). Dichos farmacos pueden ser clasificados en
cuatro grupos de acuerdo a sus mecanismos de accién: A) Inhibidores de
transcriptasa reversa (ITR), B) Inhibidores de proteasa (IP), C) Inhibidores de la
union y la fusién (IF) y D) Inhibidores de la integracion (Il). Los ITR se dividen en
dos grupos: 1) Analogos de nucledsidos (ITRN) y 2) No analogos de nucledsidos
(ITRNN). Los ITR inhiben por interaccion especifica con el sitio activo o un sitio de
union alostérico de la enzima transcriptasa reversa (De Clerg, 2000); los IP se
unen al sitio activo de la proteasa viral y evitan el procesamiento de las proteinas
virales a enzimas funcionales; los IF evitan la union y fusién virus-célula (Kilby et

al., 1998).

Tabla 2. Farmacos aprobados contra el VIH/SIDA, 2011

Inhibidores de la Inhibidores de la Inhibidores de la Inhibidores de
transcriptasa reversa proteasa fusion la Integrasa
Anélogos de Nucledsidos Ritonavir* Enfuvirtida (T20)* Raltegravir*
Zidovudina (AZT)* Saquinavir* Maraviroc*
Didanosina (ddl)* Indinavir*
Stavudina (d4T)* Amprenavir
Lamivudina (3TC)* Nelfinavir
Abacavir (ABC)* Lopinavir*
Tenofovir* Atazanavir*
Emtricitabina* Fosamprenavir*
Anélogos No-nucledsidos Tripanavir*
Delavirdina Darunavir*
Nevirapina*
Efavirenz*
Etravirina*

Rilpivirina**
*Cuadro basico de medicamentos (Secretaria de Salud de México, 2011), **Aprobado por la FDA en
2011 (INFOSIDA, 2011)

12
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2.3. Productos naturales con actividad anti-VIH

Los productos naturales han proporcionado sustancias quimicas potencialmente
utiles en el tratamiento del VIH/SIDA, ademas de constituir moldes para disefar y
sintetizar nuevos farmacos. En la actualidad hasta 2011, han sido descritos
alrededor de 164 productos naturales anti-VIH (Singh y Bodiwala, 2010). Estos
han sido extraidos principalmente de plantas, pero también de bacterias, hongos,
algas e invertebrados marinos y mamiferos (Huang et al., 1997; Matthée et al.,
1999; Singh, 2005, Singh y Bodiwala, 2010; Vlietnick et al., 1998). Los productos
naturales anti-VIH presentan gran diversidad estructural y mecanismos de accion,
entre ellos, terpenos, coumarinas, alcaloides, taninos, flavonoides, los cuales
actian sobre diversas etapas del ciclo replicativo (Huang et al., 1997; Hupfeld y
Efferth, 2009; Singh, 2005, Singh et al., 2010; Vlietnick et al., 1998) destacando

aquellos que inhiben la actividad de la transcriptasa reversa (Matthée et al., 1999).

2.4. Calophyllum brasiliense Cambess

El género Calopyllum (Clusiaceae o Guttiferae) estd compuesto por cerca de 187
especies de arboles, que se distribuyen en las regiones tropicales del mundo,
principalmente la regién Indo-pacifica. Ocho especies del género se encuentran en
el continente americano (Stevens, 1980). Calophyllum brasiliense es la de mayor
distribucion, principalmente en los bosques lluviosos tropicales, desde México

hasta Argentina (Stevens, 1980; Pennington y Sarukhan, 1968; Rodriguez et al.,

13
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2009). En cuanto a diversidad de especies de Calophyllum destacan Cuba con

cinco (Bisse, 1981) y Colombia con tres (Garcia-Barriga, 1992).

2.4.1. Historia

El género Calophyllum es complejo y dificil de clasificar. Los taxdnomos que lo
han estudiado experimentan confusién al tratar de establecer limites para
diferenciar sus especies. En este sentido, C. brasiliense no es la excepcién
(Sustaita-Aranda, 2006). Etimolégicamente, Calophyllum significa “hoja bonita” y
brasiliense a “de Brasil” por su origen geografico (Ferreira 1975, citado en Do
Souza, 2006). Es conocida trivialmente como: bari, palo santa maria (México);
cedro maria (Centroamérica); ocuje (Cuba); bari (Rep. Dominicana); dalemarie
(Haiti); jacareuba, guanandi o guarandi (Brasil) y balsamaria (Bolivia), entre otros
(Buffon-Isaias, 2005; Chudnoff, 1984; Echenique-Manrique, 1970; Noldin et al.,

2006; OFI-CATIE, 2008; Ortega-Escalon et al., 1991, Spliter, 1997).

Calophyllum brasiliense fue descrita por vez primera por Jacobo Cambessedes en
1827, en “Flora Brasiliae Meridionalis”. En 1923, Paul C. Standley en su obra
“Trees and Shrubs of Mexico” describe dos especies mexicanas de Calophyllum:
C. rekoi Standl. en honor al Dr. Reko colector del espécimen y C. chiapense
Standl. colectada en Chiapas (México). Sin embargo, en 1932, tras colectar
especimenes en México, Centroamérica, Sudamérica y las Antillas, decide integrar

la especie C. chiapense a la especie C. rekoi y reducir esta ultima a una variedad

14



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

geografica de C. brasiliense, nombrando al taxon México-Centroamericano como

C. brasiliense, var. rekoi Standl (Sustaita-Aranda, 2006).

Anos después, D’'Arcey y Keating (1979), como resultado de los estudios de las
poblaciones de Calophyllum americano, consideran que el taxon Meéxico-
Centroamericano es una especie y no una variedad de C. brasiliense, por lo cual
retoman el nombre original de la especie C. rekoi (Sustaita-Aranda, 2006). En un
estudio mas reciente, Hammel (2001) reconoce en “flora de Nicaragua” al taxén
México-centroamericano como C. brasiliense var. rekoi Standl. Se considera que
C. brasiliense es la especie mas importante del continente americano y
probablemente que este taxdn es el origen de todos (o la mayoria) de los otros
taxa americanos de este género (Sustaita-Aranda, 2006). En el siguiente cuadro

se muestra la clasificacion taxondmica actual de C. brasiliense.

Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Hypericales

Familia: Clusiaceae (Guttiferae)

Subfamilia: Calophylloideae

Tribu: Calophylleae
Género: Calophyllum

Especie: Calophyllum brasiliense Cambess (1825)

Basado en Flores et al., 2008
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2.4.2. Botanica

Morfologia. Calophyllum brasiliense es un arbol de 20 a 30 m (hasta 50 m) de
altura y didmetro a la altura del pecho de 40 a 60 cm (hasta 1.8 m), de tronco
cilindrico y recto con ramas ascendentes de copa redondeada, extendida y densa
(Joker y Salazar, 2000; Kearns et al., 1998; OFI-CATIE, 2008; Pennington vy
Sarukhan, 1968) (Figura 2). La corteza es una capa externa longitudinalmente
fisurada, pardo morena a café, laminada, fibrosa, amarga con un exudado lechoso
intensamente amarillo y grosor de 10 a 20 mm. La madera de duramen de color
rosa claro a café rojizo, frecuentemente marcado por bandas finas més oscuras de
parénquima; la albura es de un espesor aproximado de 3.5 a 6.5 cm de color
claro, la zona de transicion entre albura y duramen esta bien definida. Su textura
es parecida a la caoba (Chudnoff, 1984; Kearns et al., 1998; Pennington y

Sarukhan, 1968).

Las hojas son coriaceas, decusadas, elipticas u oblongas, simples, opuestas,
glabras, con el margen entero, apice agudo; haz verde oscuro y brillante, envés
verde palido; venas secundarias numerosas y paralelas; laminas de 6 x 2.5 cm a
14 x 5.5 cm (Kearns et al., 1998; OFI-CATIE, 2008; Pennington y Sarukhan, 1968).
Presenta Inflorescencias en forma de paniculas axilares, de 2 a 5 cm de largo, sus
flores son pequefas, numerosas y blancas, cada una con 2-10 flores; esta especie
es andromonodica, es decir, puede presentar flores masculinas y bisexuales en el

mismo arbol, ligeramente perfumadas actinomorficas, 4 sépalos, crema-amarillos,
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redondas y concavas (Joker y Salazar, 2000; Kearns et al., 1998; OFI-CATIE,
2008; Pennington y Sarukhén, 1968). Los frutos son drupas de 1 a 3 cm de largo,
ovoides o esféricos, verde-amarillo, en la madurez de olor fragante, con el
endocarpio duro, y una semilla grande por fruto. El endocarpio contiene fibras que
se contraen y arrugan cuando seco (Kearns et al.,, 1998; OFI-CATIE, 2008;
Pennington y Sarukhan, 1968), contienen semillas esféricas u ovoides de 1 a 2.3
cm de largo y ancho, testa color crema-café, suave, esponjosa de 1 mm de grosor;
el embridn es recto, de color blanco-amarillos, sin endospermo, ocupando toda la
cavidad de la semilla, mide de 1.5 a 1.3 cm (Joker y Salazar, 2000; Pennington y

Sarukhan, 1968; Kearns et al., 1998).

Figura 2. El &rbol tropical Calophyllum brasiliense
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Fenologia. Calophyllum brasiliense es caducifolio. Algunos arboles tiran sus hojas
en abril 0 mayo en las zonas mas secas, pero en otros lugares las hojas
permanecen (Joker y Salazar, 2000). La floracion es anual, aunque en gran parte
de su ambito geografico tiene lugar de junio a julio, pero en Centroamérica hay
una segunda floracion de noviembre a diciembre. En México ocurre de julio a
diciembre, en Honduras de febrero a marzo y de agosto a septiembre, mientras
que en Costa Rica sucede en mayo. La polinizacion es entoméfila (Betancourt,

1987, OFI-CATIE, 2008; Spliter, 1997; Thirakul, 1992).

La produccion de los frutos es anual y se inicia cuando el arbol tiene
aproximadamente 5 afios de edad. La fructificacion ocurre de octubre a diciembre
e incluso se pueden encontrar frutos hasta enero; en América Central puede
ocurrir una segunda fructificacion entre mayo y julio (en Honduras de marzo a abril
y de septiembre a octubre y en Costa Rica de diciembre a febrero y de junio a
julio). La diseminacioén de las semillas se realiza por animales silvestres quienes
consumen los frutos, especialmente murciélagos (Quiropterdcora) y son de tipo
recalcitrante (Betancourt, 1987; Joker y Salazar, 2000; Spliter, 1997; Thirakul,
1992). Herrera et al. (2008) observaron que su indice de germinacion es
proporcional al contenido de humedad; asi que debido a ello, la germinacién varia
entre 3 a 8 semanas y es de tipo hipogea, con dos cotiledones carnosos y radicula
corta. Tiene un porcentaje de germinacion de 70 a 80 % sembradas sin

endocarpio; con endocarpio quebrado 95 % y con el fruto entero 75 %.
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2.4.3. Distribucion y hébitat

Calophyllum brasiliense se encuentra desde el nivel del mar hasta 1700 msnm,
con precipitaciones de 1350 a 4000 mm y temperaturas medias anuales de 20 a
28 °C. Crece en las faldas de pequefias colinas con suelos aluviales, arcillosos o
silico arcillosos, muy humedos o saturados de agua y &cidos (pH 4.5 a 6.0) e
incluso en suelos secos. En América Central vive en las faldas de colinas
costeras. Estos suelos son ricos en hierro y aluminio, pero pobres en potasio y
fésforo. También se encuentra en planicies cercanas a rios, lagunas y ciénegas,
pero ahi su crecimiento es menor (Chudnoff, 1984; Betancourt, 1987; Joker y

Salazar, 2000; OFI-CATIE, 2008; Spliter, 1997; Thirakul, 1992).

2.4.4. Etnobotéanica

Algunas partes de la planta son usadas en la medicina tradicional por su actividad
en diversas afecciones que incluyen actividad antimicrobiana, gastro-proteccion,
analgesia, diabetes, entre otros. En Brasil, esta planta es usada frecuentemente
en la medicina popular para el tratamiento de inflamaciones y Ulceras (Da Silva et
al., 2001). La corteza es empleada en forma de infusion o como bafios en el
tratamiento de reumatismo, varices, hemorroides y ulceras (Sartori et al., 1999).
También se emplea en el tratamiento de afecciones hepéticas, gastricas, dolor,
diabetes, hipertension y herpes (Pretto et al., 2004). En Perq, se dice es empleada
por la poblacidn para tratar afecciones virales y tumorales (Flores et al., 2008). En

México, se ha reportado que en la cuenca del Rio Balsas (Guerrero) se emplea el
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aceite de semillas para combatir enfermedades cutdneas (Gonzalez-Paredes,
2006); mientras que en la sierra de Atoyac (Guerrero) se utiliza la corteza para
preparar un té que se da de beber a las parturientas por nueve dias para limpiar la
matriz (Soto-Nufiez, 1995). El latex es usado por los indigenas de Popoluca (Sur
de Veracruz) para tratar el dolor de dientes y prevenir infecciones por

microorganismos (Gonzalez-Paredes, 2006).

2.5. Fitoquimica

Los compuestos aislados del arbol tropical C. brasiliense pueden clasificarse de
acuerdo a sus componentes, en seis grupos principales: compuestos fendlicos
simples, triterpenos, flavonoides, xantonas, cromanonas, y coumarinas, las cuales

se subdividen en tipo mammea, dipiranocoumarinas tetraciclicas y triciclicas.

2.5.1. Compuestos fenélicos simples

Este tipo de compuestos se han aislado de las hojas, en donde se ha reportado la
presencia de viperina, acido galico, acido protocatechuico (Buffon, 2005; Cechinel-
Filho, 2009; Da Silva et al., 2001; Reyes-Chilpa et al., 2004) y acido shikimico
(Brenzan et al., 2007; Cechinel-Filho, 2009; Reyes-Chilpa et al., 2004). El acido
galico y protocatechuico, también se han aislado de los frutos (Buffon-lsaias,
2005), mientras que este ultimo también se ha aislado de los extractos de flores,
raices y tallos (Buffon-lsaias, 2005; Noldin et al., 2006; Pretto et al., 2004). A

continuacion se presentan las estructuras de estos compuestos.
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COOH GOCH COOH
oH HO OH Ho o
OH OH CH
Acido protocatechuico Acido shiquimico Acido gélico

2.5.2. Triterpenos y esteroles

Los triterpenos, friedelina y canofilol, de la familia de los friedelanos se han aislado
del duramen (Pereira et al., 1966; 1967; Reyes-Chilpa et al., 1997; Estrada-Muiiiz,
2001; Abe et al., 2004). En las hojas ademas de estos dos triterpenos se ha
identificado el B-sitosterol (Huerta-Reyes et al., 2004b, 2004c; Reyes-Chilpa et al.,
2004; Buffon-lsaias, 2005; Noldin et al., 2006). En sus raices se ha encontrado
friedelina y acido betulinico (Brenzan et al., 2008; Cechinel-Filho, 2009). Las

estructuras de estos compuestos se presentan a continuacion.

R
Friedelina CHj Acido betulinico Sitosterol

Canofilol CH,OH
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2.5.3. Flavonoides

En las hojas se ha reportado la presencia de los flavonoides, hiperdsido
(quercetin-3-O-galactosido) y quercetina, el flavanol (z)-epicatequina, estos
altimos también identificados en frutos (Buffon-Isaias, 2005). De los extractos de
hojas y flores se ha aislado el biflavonoide, amentoflavona (Da Silva et al., 2001;
Buffon-Isaias, 2005; Cechinel-Filho, 2009; Huerta-Reyes et al., 2004b, 2004c;
Reyes-Chilpa et al., 2004). A continuacion se muestran las estructuras de estos

compuestos.

Quercetina Amentoflavona

OH
HO o] .\\“\Oj
OH

OH

Hiperosido  Galactosil Epicatequina
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2.5.4. Xantonas

Son sustancias con una estructura nucleo C6-C1-C6. Sobre ella pueden existir
sustituyentes de diversa naturaleza quimica dando lugar a distintos tipos de
xantonas: simples y complejas. Estudios con la madera de duramen proveniente
de ejemplares colectados en Brasil (Pereira et al., 1966; 1967) y con la madera de
un ejemplar de México (Chiapas), han sido realizados (Reyes-Chilpa et al., 1997;
1999; Estrada-Muifiiz, 2001). La muestra mexicana presentd cinco xantonas
preniladas, mientras que la de Brasil contenia ambas. Las xantonas preniladas de
la muestra mexicana fueron: jacareubina, 6- desoxijacareubina (=6-
oxijacareubina), 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)xantona, 1,3,5-trihidroxi-2-
(3,3-dimetilalil)xantona y 1,5-dihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-3-metoxixantona (Reyes-
Chilpa et al., 1997; 1999). También se ha aislado calofilina B o guanandina y
dehidrocicloguanandina (Gottlieb et al., 1968 citado en Xiao-Hui et al., 2008). En la
corteza de muestras de Brasil se encontraron: brasixantonas A, B, C, D, E, Fy G
(Buffon-Isaias, 2005; Ito et al., 2003; Noldin et al., 2006), jacareubina, 6-dehidroxi
jacareubina, piranojacareubina, toxiloxantona A, 3,8-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona,
1,2-dimetoxixantona, garcinina B, 8-desoxigartanina, 4-hidroxixantona,
cudraxantona F, latisxantona C y 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2-butenil)xantona
(Abe et al., 2004; Brenzan et al., 2008; Buffon-Isaias, 2005; Noldin et al., 2006;
Cechinel-Filho, 2009). En raices, 1,5-dihidroxixantona (Buffon-lsaias, 2005; Noldin

et al., 2006). Las estructuras de estos compuestos se muestran a continuacion.
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0 OH 0 OH
S
R 0 0 0 0
OH OH
. R 1,5-dihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-3-metoxixantona
Jacareubina OH
6-Desoxijacareubina H
o OH
0 OH
OH
1,3,5-trihidroxi-2-(3,3-dimetilalil) xantona Calofilina B o Guanadina

HO

OCHs

Brasixantona B

Brasixantona A

HO

HO

Brasixantona C

Brasixantona D
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OH o! OCH;

OCH,4

o} OH

OCH; 3,8-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona

Brasixantona G

ol OH
o o)
OH
Toxiloxantona A 8-desoxigartani

OCH;
Cudraxantona F Piranojacareubina
0
o)
OH
Garcinina B 4-hidroxixantona
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0 OCHa
OCH,
)
1,2-dimetoxixantona
Latisxantona C
OH
=
HO o OH
OH o) OH
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2-butenil)xantona
o
o)
0
o)
OH
Dehidrocicloguanandina 1,5-dihidroxixantona

2.5.5. Cromanonas

De la resina de la corteza se aislaron dos isémeros: el acido brasiliensico vy el
acido isobrasiliensico (Buffon-Isaias, 2005; Cechinel-Filho et al., 2009; Noldin et
al., 2006; Stout et al., 1968); acido brasiliemsofilico A, B y C e isobrasiliemsofilico
A, By C (Cottglia et al., 2004). En el aceite de la semilla se encontraron acido
apetalico e isoapetalico (Plattner et al., 1974); mientras que en las hojas se ha
reportado, ademas de estas dos cromanonas, su isomero estructural, el acido
caloléngico (Brenzan et al.,, 2008; Cechinel-Filho, 2009; Huerta-Reyes et al.,

2004b, 2004c; Reyes-Chilpa et al., 2004). Loss cuales se muestran a continuacion.
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HOOC

Acido brasiliensico

Ra

Ry

R

R, R, R

Acido brasiliensofilico A 0-CH3 [p-CH; -Fenil
Acido isobrasiliensofilico A [(3-CH; pB-CHj; -Fenil

HOOC

Acido isobrasiliensico

Ra

Ry

R

Ry R Rj
Acido brasiliensofilico B o -CHs B—CH3 -Fenil
Acido isobrasiliensofilico B [-CHj

R4 R>
Acido brasiliensofilico C a-CH; b-CHj;
Acido isobrasiliensofilico C  b-CH; b-CHjy

Acido isoapetalico
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2.5.6. Coumarinas
Compuestos con esqueleto benzo-a-pirona (2H-1-benzopiran-2-ona) denominado

coumarina (Xiao-Hui et al., 2008).

Coumarinas tipo mammea. En extractos de hojas se ha encontrado las mammea
A/BA, A/BB, B/BA, B/BB, C/OA, C/OB, B/BA ciclo F, B/BB ciclo F e
isomammeigina (Brenzan et al., 2007; Cechinel-Filho, 2009; Reyes-Chilpa et al.,
2004). De los frutos se han aislado, mammea A/BA, A/BB, epi A/BB (Gonzalez-

Paredes, 1999). Las estructuras de los compuestos se presentan a continuacion.

Mammea A/BA Mammea A/BB

= on
SN
HO Q 8]
o
Mammea B/AB Mammea B/BB
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Mammea B/BB ciclo F Mammea B/BA ciclo F [somammeigina

Mammea C/OA Mammea C/OA

Dipiranocoumarinas  tetraciclicas 'y coumarinas triciclicas. Las
dipiranocoumarinas tetraciclicas estan estructuralmente relacionadas entre si.
Estos compuestos difieren en el sustituyente del carbono C4, de tal manera que
se han descrito 4 grupos denominados: inofilums (fenilo en C-4), calanoidos

(prenilo en C-4), y cordatdélidos (metilo en C-4) (Ishikawa, 2000). Los inofilums A,
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C, Dy E se han extraido de los extractos de la corteza de ramas de muestras de
Brasil (Ito et al., 2003). Los calandlidos: (+)-calandlido A, (-)-calandlido B o
costatdlido, (+)-calandlido C, y el soulatrélido se han aislado de los extractos de
hojas de muestras de México y Brasil (Brenzan et al., 2007; Huerta-Reyes et al.,
2004b, 2004c; Reyes-Chilpa et al.,, 2004). A continuacion se presentan las

estructuras de estos compuestos.

Inofilum A Inofilum C Inofilum D

Inofilum E Soulatrélido
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Calanolido A Calanolido B Calanolido C

Otras coumarinas aisladas de este arbol tropical son las brasimarinas A, By C,
las cuales se han aislado de la resina de la corteza (Buffon-Isaias, 2005; Cechinel-
Filho, 2009; Noldin et al., 2006). La coumarina triciclica, denominada trivialmente
como GUT-70, (5-metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metil-1-oxo-2-butenil)-10-propil-2H, 8H-
benzol[1,2-b;3,4-b]dipirano-8-ona, se ha obtenido de la resina de la corteza (Ito et
al., 2003; Buffon-lsaias, 2005; Cechinel-Filho, 2009). Calofilolido, calanona y
calocoumarina A, se han extraido de la corteza de las ramas (Ito et al., 2003). A

continuacion se presentan las estructuras de los compuestos.

Brasimarina C

Brasimarina A Brasimarina B
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GUT-70 Calocoumarina A

2.6. Actividad biologica

Las investigaciones sobre los compuestos y extractos obtenidos de C. brasiliense
indican que poseen diversas propiedades farmacoldgicas, destacando su actividad
antiviral, antitumoral y antiprotozoaria; sin embargo, también presentan efecto
gastroprotector, antiespasmaédico, antinociceptivo y antibacteriano (Tabla 3 y 4).
Los estudios se han enfocado en compuestos con actividad antiviral, por lo que
con base en la informacion disponible de importancia, se dirige la atencién en las

propiedades anti VH-1 de los calanélidos, en especial del (+)-calandlido A.

2.6.1. Efecto gastroprotector

Los extractos organicos de la corteza de las ramas de C. brasiliense han mostrado
actividad gastroprotectora (Buffon-Isaias, 2005; Sartori et al., 1999). Por ejemplo,
la administracion oral en ratones y ratas de la fraccion diclorometano en dosis de
12.5 a 250 mg/ml mostré potente inhibicion de las lesiones gastricas inducidas por

etanol, y también las redujo en modelos inducidos por estrés hipotérmico e
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indometacina, observdndose propiedades citoprotectora, antitlcera 'y
antisecretora. Por otra parte, la fraccion de hexano inhibié significativamente la

formacion de Ulceras unicamente en el modelo de induccién por indometacina.

2.6.2. Efecto antinociceptivo y analgésico

Las fracciones de hexano y acetato de etilo del extracto metandlico de las hojas
de C. brasiliense exhibieron efecto analgésico en el modelo de contorsiones
abdominales inducidas por acido acético en ratones; en este mismo modelo los
compuestos quercetina y amentoflavona causaron importante inhibicion. Por otra
parte, en el modelo de contorsiones inducidas con formalina, las fracciones antes
mencionadas exhibieron actividad solo en la segunda fase (inflamatoria) pero no

en la primera (neurogénica) (Da Silva et al., 2001).

En un estudio mas reciente se observd que en los mismos modelos de
contorsiones abdominales, tanto el extracto metandlico, como las fracciones
polares y apolares de flores, frutos y raices (10 mg/kg, v.i.p.) presentaron efecto
analgésico significativo; este efecto se incrementd en las fracciones polares, en el
modelo con acido acético, esto posiblemente por la presencia de compuestos
fendlicos y flavonoides. En el caso de las raices el extracto apolar fue mas eficaz,
mientras que la fraccion polar fue mas potente con Dlsp= 1 mg/kg, cerca de 25
veces mAas activa que la aspirina (acido acetilsalicilico) y el paracetamol

(acetaminifeno), su efecto inhibidor fue dosis-dependiente. Los compuestos
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friedelina y 1,5-dihidroxixantona presentaron un efecto inhibidor dosis-dependiente
de las contracciones abdominales. La epicatequina presenté un efecto analgésico
considerablemente mas potente que los farmacos de referencia, lo que indica que
es uno de los compuestos responsables del efecto analgésico. El extracto de
raices, asi como sus fracciones polar y apolar (10 mg/kg, i.p.) resultaron mas
efectivas en la segunda fase (inflamatoria) del modelo con formalina en
comparacion con los farmacos, acido acetilsalicilico e indometacina (Buffon-Isaias,

2005; Isaias et al., 2004).

2.6.3. Actividad antiespasmaddica

Los extractos metandlicos de hojas, raices, flores y frutos causaron un efecto
inhibitorio significativo en la respuesta contractil producida por la acetilcolina en
ileon de cobayo, el cual ocurrio6 en forma no competitiva y dependiente de la
concentracion, con una Clsg de 1.47 mg/ml. También causé un efecto relajante en
preparaciones de musculo liso de duodeno de rata, con una Clso de 0.18 mg/ml

(Emendoérfen et al., 2005).

2.6.4. Agentes antiparasitarios

Tripanosoma cruzi

Abe et al. (2004) investigaron la actividad del extracto metanol-acetona del
duramen de C. brasiliense contra epimastigotes y tripomastigotes de Tripanosoma

cruzi, cuasante de la enfermedad de Chagas. Aislaron cuatro xantonas de las
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cuales jacareubina (CMjgo= 50 pg/ml, 153 uM), 6-desoxijacareubina (MCjgo= 50
pg/ml, 161 pM) y 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2-butenil)xantona (MCi00= 70ug,
213 puM) presentaron actividad tripanocida; esta actividad se incrementa por la
presencia de la funcion pirocatecol. También Reyes-Chilpa et al. (2008) llevaron a
cabo bioensayos en T. cruzi, tanto en su etapa epimastigote como tripomastigote,
encontrando que las coumarinas tipo mammea presentan mayor actividad contra
epimastigotes que con los tripomastigotes, observando que las mammeas con
sustituyentes isoprenilos en C6 presentan mayor actividad que cuando dicho

sustituyente esta ciclizado.

La mayor actividad la present6 mammea B/BA (MCip= 15 y 25 pg/ml,
respectivamente), seguido de mammea A/BA, A/BB, A/AA, y A/BD; mientras que
mammea B/BA ciclo F, B/BB ciclo F y A/BA ciclo D (isomammeigina) fueron
menos activas contra ambas etapas de T. cruzi (CMip> 200 pg/ml). A diferencia
de las mammeas, el control, cloruro de berberina, fue mas potente contra

tripomastigotes que epimastigotes (CMigo= 7 y 300 pg/ml, respectivamente).

Leshmania amazonensis

Brenzan et al. (2008) realizaron bioensayos empleando extractos de
diclorometano de hojas y una fraccibn de hexano de este extracto, los cuales
mostraron actividad sobre las formas promastigotes y amastigotes axénicas de

Leishmania amazonensis (Clsp= 40 pg/ml y 3.69 pg/ml, 17 pg/ml y 3.25 pg/ml,
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respectivamente). De la fraccion obtenida con hexano se aislé la coumarina (-)-
mammea A/BB, la cual presenté mejor actividad (Clsp= 3 pg/ml vs. promastigotes y
0.88 ug/ml vs amastigotes), ademas resultd ser poco toxica para los macrofagos
J774G8 (CCsp= 25 pg/ml), esto significa que es selectiva para los protozoarios.
Las formas promastigotes tratadas con este compuesto (72 h, 3 pg/ml) exhibieron
por microscopia electrénica de transmision, alteraciones ultraestructurales como:
células binucleadas, multiple vacuolizacion del citoplasma, intensa actividad
exocitica en la region de la bolsa flagelar y protuberancias en mitocondrias con
presencia de membranas concéntricas en la matriz mitocondrial. Estos resultados
son promisorios ya que los farmacos actuales empleados en el combate a la
leshmaniasis son extremadamente téxicos y los parasitos han desarrollado

resistencia.

2.6.5. Agente moluscicida

Gasparotto et al. (2005) evaluaron la actividad de los extractos hidroalcohdlicos de
hojas y ramas colectadas en Brasil contra el molusco Biomphalaria glabrata que
es un vector del protozoario Schistossoma sp causante de la elefantiasis. Los
extractos a una concentracién de 25 ppm causaron 100% de mortalidad del
molusco. El compuesto aislado de estos extractos fue una coumarina denominada
(-)-mammea A/BB, la cual presenté una DLsg de 0.67 ppm y DLgo de 1.47 ppm
después de 24 horas, la cual es comparable en potencia con el moluscicida de

referencia niclosamida (DLso= 0.77 ppm y DLgo= 1.75 ppm). Es decir, puede ser un
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sustituto potencial de esta sustancia que es utilizada en el combate de los

hospederos intermediarios de Schistossoma sp.

2.6.6. Actividad contra levaduras

Flores et al. (2008) observaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Candida albicans cuando fueron tratadas con extracto acuoso y etanolico (100
mg/ml y 200 mg/ml) de las hojas de C. brasiliense colectado en Peru. Por otro
lado, Pretto et al. (2004) también evaluaron actividad de los extractos metandlicos
de diferentes partes de este arbol colectado en Brasil, sobre Candida albicans, y
Candida tropicalis, sin embargo no observaron actividad con los extractos
metandlicos, como tampoco con las fracciones de cloroformo y acetato de etilo de
estos extractos. Empero, el acido protocatechuico a una concentracion de 400-500

pg/ml (2.6-3.2 mM) mostré moderada actividad contra estos microorganismos.

2.6.7. Actividad antibacteriana

Pretto et al (2004) prepararon el extracto metandlico de hojas, tallo, raices, flores 'y
frutos colectados en Brasil, asi como las fracciones de cloroformo y acetato de
etilo de estos extractos, y evaluaron su efecto sobre los microorganismos: Bacillus
cereus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Streptococcus agalactiae. Todos los extractos fueron activos contra

una o mas bacterias Gram-positivas (B. cereus, S. aureus, S. saprophyticus y S.
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agalactiae) en un rango de concentraciones de 100-1000 pg/ml, pero no
observaron actividad contra las bacterias Gram-negativas (E. cloacae, E. coli, P.
mirabilis, S. typhimurium). De los compuestos aislados de estos extractos, el acido
protocatechuico presentd actividad contra ambos grupos de bacterias; mientras
que 1,5-dihidroxixantona unicamente fue activa contra bacterias Gram-positivas.
Los compuestos &cido gélico, epicatequina y friedelina no exhibieron actividad

microbicida.

Reyes-Chilpa et al. (2004) aislaron de las hojas los compuestos: mammea A/BA,
A/BB, C/OA, C/OB, B/BA ciclo F, B/BB ciclo F, friedelina, canofilol y los &cidos
protocatechuico y shikimico. La actividad inhibitoria fue realizada sobre 14 cepas
de enterobacterias: Escherichia coli enteropatogénica (EPEC/029358,
ETEC/050933), E. coli enteroinvasiva (EIEC/28918), E. coli (ATCC/25922), E. coli
agregativa (AGG/049766), Salmonella typhi (RRE/095426), S. typhi (ATCC/6539),
S. typhimurium (074289), Shigella dysenteriae (Dys 3), Staphylococcus aureus (2
cepas), Pseudomonas aeruginosa (ATCC/27853), Bacillus subtilis y S.
epidermidis; sin embargo, sélo la mezcla de mammea A/BA+A/BB y C/OA+C/OB
redujeron el crecimiento de Staphylococcus aureus, S. epidermidis y Bacillus

subtilis, aunque en menor medida que el cloramfenicol.
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2.6.8. Agentes antitumorales

Las xantonas aisladas de las ramas de C. brasiliense (colectado en Brasil),
mostraron actividad citotoxica; siendo las brasixantonas A, B, C, D, 8-
desoxigartanina y cuadraxantona F las que inhibieron el 100% la actividad de
promociéon del tumor en un modelo in vitro denominado TPA-activacion inducida
en EBV-EA en células Raji, la Clsg de las brasimarinas fueron 349, 342 y 348

mol/32 pmolTPA, respectivamente (Ito et al., 2002; 2003; Buffon-Isaias, 2005).

Las coumarinas tipo mammea (mammea A/BA, A/BB, B/BA, B/BB, C/OA, C/OB,
B/BA ciclo F, B/BB ciclo F e isomammeigina) mostraron citotoxicidad a 31 uM en
mayor o menor grado sobre tres lineas celulares de tumor humano (PC3, K562 y
U251), mientras que la friedelina solo inhibié el crecimiento de PC3. Los
compuestos canofilol, &cido shikimico y protocatechuico fueron inactivos. La alta
actividad citotéxica esta determinada por la presencia de un grupo propilo, pentilo
o fenilo sobre C4. Por otro lado, la presencia de un sustituyente isoprenilo en C6
incrementa la citotoxicidad, pero disminuye si este se cicliza a dihidrofurano o

pirano (Reyes-Chilpa et al., 2004).

2.6.9. Actividad antiviral (Anti-TR VIH-1)
Los calandlidos son dipiranocoumarinas tetraciclicas con potente actividad contra
el VIH-1 causante del SIDA, actian como inhibidores no nucleosidicos de la

transcriptasa reversa. Existen diversos compuestos de este tipo, de los cuales el
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mas activo y ampliamente estudiado es el (+)-calandlido A. Dicho compuesto fue
aislado por primera vez del arbol trépical C. langinerum de Malasia (Kashman et
al.,, 1992). El (+)-calandlido A es el compuesto lider de tres series de
dipiranocumarinas tetraciclicas estructuralmente relacionadas, denominadas
calandlidos (prenilo en C-4), inofilums (fenilo en C-4) y cordatdlidos (metilo en C-4)
(Kashman et al., 1992; Patil et al., 1993; Dharmaratne et al., 1998, Ishikawa,

2000).

Las propiedades anti TR VIH-1 del (+)-calandlido A se describieron por primera
vez mediante dos ensayos de viabilidad celular in vitro en células linfoblasticas T
humanas infectadas con el virus (Kashman et al., 1992). En el ensayo con XTT
(2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilido), tetrazolium-
formazan, detuvo la replicacién del VIH-1 y confiri6 100% de proteccién contra los
efectos citopaticos (CEso= 0,1 uM) del virus. La citotoxicidad del compuesto contra
células no infectadas se manifestd a concentraciones 200 veces mayores (Clsp=
20 pM), resultando con un buen indice terapéutico (Clso/CEsp= 200). Resultados
similares se obtuvieron con un segundo método, estableciendo ademas que el (+)-
calandlido A inhibia la actividad de TR y de la proteina viral gp24. También se
demostré que inhibe especificamente la actividad de la TR VIH-1 mediante
ensayos sobre moldes homopoliméricos de poliA y poliT. Sin embargo, el (+)-
Calanolido A fue inactivo en células infectadas con VIH-2 (Kashman et al., 1992).

Ademas del (+)-calandlido A, se aislo (-)-calandlido B, el cual presentd actividad
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anti VIH, pero requirié6 concentraciones cuatro veces mayores para lograr niveles
de citoproteccion equivalentes al (+)-calanolido A (Kashman et al., 1992). El
primer ensayo de actividad del (+)-calandlido A in vivo se realizé con un modelo de
células CEM-SS humanas infectadas con VIH-1 lllb, implantadas dentro de una
fibra plastica hueca en raton. El compuesto, administrado oral o parenteralmente,
inhibié la replicacion del virus (Xu et al., 1999). Posteriormente se examind su
perfil de seguridad en animales, asi como su farmacocinética en voluntarios
humanos VIH negativos con dosis Unica (Creagh et al., 2001). En los estudios
clinicos de fase I, el (+)-calandlido A fue administrado en dosis de hasta 800 mg
dos veces al dia durante cinco dias, encontrandose que era bien tolerado aunque
se observaron efectos adversos transitorios de baja intensidad tales como mareo,
cefalea, nauseas y mal sabor en boca. Los niveles en plasma fueron variables,
pero a las dosis mas altas se alcanzaron niveles de posible eficacia terapéutica
(Eiznhamer et al., 2002). Los estudios realizados indican que el (+)-calandlido A es
un inhibidor no nucleosidico de la TR VIH-1, con caracteristicas tales como:

(Huerta-Reyes, 2004c; Reyes-Chilpa y Huerta-Reyes, 2009):

(a) Selectividad contra el VIH-1.

(b) Actividad contra cepas VIH-1 resistentes a AZT y 3TC, los cuales son dos de

los farmacos ITRAN generalmente prescritos y cepas con la mutacion Y181C

(Tirosina por Cisteina), que confiere resistencia a la mayoria de los ITRNN, la cual
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es una caracteristicas Unica e importante de este compuesto, ademas no se
presentaron cepas resistentes después de una monoterapia de 14 dias en la fase
clinica IB en pacientes infectados, sugiriendo que el (+)-calandlido A puede

retardar la emergencia de mutaciones virales.

(c) En estudios preclinicos el (+)-Calandlido A presentd interaccion sinérgica en
combinaciones dobles (con AZT, 3TC o d4T), asi como en combinacion triple que
involucra IP+ITRAN como nelfinavir + 3TC. Este sinergismo puede tener

implicaciones terapéuticas importantes.

(d) Debido a su naturaleza lipofilica se distribuye rapidamente en el sistema

nervioso central y sistema linfatico, penetrando en los reservorios virales.

(e) No se presentan efectos adversos importantes, lo que significa que es bien
tolerado por los humanos. La tolerancia favorable y el perfil farmacocinético del
(+)-calanolido A, demostrados en la fase IA y IB, sugieren que puede ser
desarrollado como un farmaco de ingesta de 1-2 veces por dia, lo cual favoreceria

el apego de los pacientes al tratamiento.

() ElI (+)-calandlido A, es el unico agente anti VIH que también inhibe el
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis (Xu et al., 2004), una de las principales

infecciones oportunistas en pacientes con SIDA.
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Tabla 3. Actividad biol6gica de compuestos aislados de Calophyllum brasiliense

Compuesto

Parte de la planta

Actividad
biolégica/farmacolégica

Triterpenos
Friedelina

Flavonoides

Epicatequina

Brasixantonas A, B, Cy D

Jacareubina

6-desoxijacareubina

8-desoxigartanina,

Cudraxantona F
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2-butenil) xantona
1,5-dihidroxixantona

Coumarinas tipo mammea

Mammea A/BA

Mammea A/BB

Isomammeigina

Mammea B/BA, B/BB,

Mammea B/BA ciclo F, B/BB ciclo F

Mammea C/OA y C/OB

Mammea A/BA+A/BB

Mammea C/OA+C/OB

Coumarinas triciclicas

(+)-Calanolido A, (-)-Calanolido B o Costatolido,

(+)-Calanolido Cy Soulatrolido

Compuestos fendlicos

Acido protocatechuico

duramen, hoja y raiz

hojas
ramas

duramen

ramas
ramas
corteza

raiz

hojas, flores y frutos

hojas, flores y frutos

ramas

hojas, flores y frutos

hojas, flores, frutos

hojas

hojas, ramas, frutos

hojas

citotoxicidad /inhibicion de tumores
y analgesia

antinoniceptivo (analgesia)
citotoxicidad /inhibicion de tumores

tripanocida (T. cruzi/ Chagas)

citotoxicidad /inhibicion de tumores
citotoxicidad /inhibicion de tumores
tripanocida (T. cruzi/ Chagas)

bactericida (B. cereus, S. aureus, S.
saprophyticus, S. agalactiae)

antileshhmaniasis, citotoxico,
antibacterial,
antiespamodica/relajante.
Antileshmaniasis, citotoxico,

antibacterial,
antiespasmadica/relajante
citotoxico

citotéxico/inhibicién de tumores

bactericida y citotdxicas/inhibicion de
tumores

Bactericida (enterobacterias): S.
aureus, S. epidermidis y B. subtilis

antiviral (TR VIH-1) y contra la
bacteria oportunista M. tuberculosis

Contra levaduras: C. albicans
Bactericida: B. cereus, S. aureus, S.
saprophyticus, S. agalactiae
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Tabla 4. Actividad bioldgica de extractos de Calophyllum brasiliense

Extractos Parte de la planta Actividad biolégica/farmacolégica

Diclorometano y hexano corteza y hojas Gastroproteccion (citoproteccion,
antiulceracion y antisecrecion),
antileshmaniasis

Hexano y acetato de etilo hojas antinoniceptivo (analgésico)

Metanol (fraccién polar y apolar) flores, frutos y raiz analgesia (>>acido acetilsalicilico),

antiespasmadica

Metanol-acetona duramen tripanocida (T. cruzi/ Chagas)

Metanol, cloroformo y acetato de etilo hojas, tallos, raiz, flores y Bactericida (B. cereus, S. aureus, S.
saprophyticus, S. agalactiae)

frutos

Hidroalcohol hojas y ramas Antileshmaniasis (Leshmania
amazonenesis)

Hexano, acetona y metanol hojas Antiviral (TR VIH-1) y contra la
bacteria oportunista Micobacterium
tuberculosis

Acuoso y etanol hojas fungicida/levadura (Candida

albicans)

2.7. Estudios sobre Calophyllum brasiliense en México

En Mexico se realizd un estudio bioprospectivo donde se evaluaron los efectos
inhibitorios sobre la enzima TR VIH-1 de los extractos organicos de las hojas de
21 especies de Clusiaceae presentes en México, encontrando que la especie mas
activa fue C. brasiliense. Tanto el extracto de hexano (77.9 %) como el de acetona
(81.3 %) y el de metanol (83.3 %) presentaron actividad contra la TR VIH-1
(Huerta-Reyes et al., 2004a). Como resultado del fraccionamiento bio-dirigido

aislaron las dipiranocoumarinas: (+)-calandlido A, (-)-calandlido B, (+)-calandlido C
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y soulatrélido. Estos compuestos fueron identificados como los responsables de
las propiedades antiVIH (Huerta-Reyes et al., 2004b). Ademas, en dicho estudio el
extracto de C. brasiliense, inhibi6é la replicacion del VIH-1 en linfocitos CD4+ y
resulté poco toxico sobre linfocitos CD4+ cultivados in vitro. Curiosamente esta
especie no habia sido considerada como posible fuente de compuestos anti VIH
en un estudio bioprospectivo previo, debido a que no presentd dipiranocoumarinas
(calandlidos) (McKee et al., 1998), lo cual pudo deberse a que en México, existen

al menos dos quimiotipos (Huerta-Reyes et al., 2004b; Reyes-Chilpa et al., 2004).

En efecto, en México se han descrito con base en la composicién de las hojas dos
poblaciones o variedades quimicas de C. brasiliense. La primera, denominada
quimiotipo 1, contiene como constituyentes mayoritarios coumarinas tipo
mammea, tales como: mammea A/ABB, A/BB, B/BB, C/CA, COB, B/BA ciclo F y
B/BB ciclo F e Isomammeigina (Reyes-Chilpa et al., 2004); mientras que el
segundo quimiotipo presenta como componentes mayoritarios cromanonas, tales
como: acido apetalico y acido isoapetalico, ademas sintetiza otros constituyentes
minoritarios como las dipiranocoumarinas tetraciclicas, (+)-calandlido A, (-)-
calanolido B, (+)-calandlido C y soulatrélido (Huerta-Reyes et al., 2004b). Ambos
guimiotipos contienen los triterpenos friedelina y canofilol, asi como el
biflavonoide, amentoflavona. Se han analizado por cromatografia en capa fina los
extractos de hexano de numerosos ejemplares colectados en la Republica

Mexicana, encontrando que el quimiotipo 1 es escaso con pocos ejemplares y
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tiene una distribucion muy restringida, principalmente el sur de la regién de los
Tuxtlas en el Estado de Veracruz, y los Chimalapas en el Norte de Oaxaca. El
gumiotipo 2 es abundante y tiene una distribucion muy amplia en ambas
vertientes, tanto del océano Pacifico (desde Jalisco hasta Oaxaca), como del
Atlantico (Veracruz y Tabasco) (Figura 3). En estos estudios se detectd por
cromatografia en capa fina un posible tercer quimiotipo, el cual muestra un patrén
cromatografico diferente a los dos anteriores y se distribuye principalmente en el
Estado de Chiapas, aunque podria estar presente en Tabasco, Veracruz y Oaxaca
(Fonseca, 2008). Este quimiotipo es el sujeto de estudio de este trabajo de

investigacion.
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Figura 3. Distribucion de poblaciones de Calophyllum brasiliense (Quimiotipos) en
México (Fonseca, 2008).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La especie Calophyllum brasiliense presenta dos poblaciones en México con
diferente composicién quimica (quimiotipos). A la fecha se conoce la composicion
quimica y farmacoldgica de estos dos quimiotipos (QTP1 y QTP2), pero la
existencia de un posible tercer quimiotipo, distribuido principalmente en Chiapas.
Con base en lo anteriormente mencionado nos planteamos lo siguiente: ¢Existe
un tercer quimiotipo de C. brasilense en México o es una variedad de los ya
conocidos? y ¢los extractos organicos de las hojas de este posible quimiotipo o
variedad inhiben la actividad de la transcriptasa reversa del VIH-1?; de tal manera
que, la realizacion del presente trabajo permitird determinar su caracterizacion
qguimica y evaluar las propiedades contra la transcriptasa reversa del VIH-1, tanto
de los extractos organicos como de los compuestos aislados, asi como la
caracterizacion toxicoldgica del extracto mas activo, de tal forma que se aporte en
el conocimiento de compuestos de interés farmacolégico, y que pueda incidir en
su posible aprovechamiento y fuente potencial de fitofarmaco o compuestos anti-

TR VIH-1.

4. HIPOTESIS
Calophyllum brasiliense Cambess del Estado de Chiapas posee en las hojas
constituyentes quimicos diferentes a los encontrados en los quimiotipos 1y 2, los

cuales presentan actividad inhibitoria contra la transcriptasa reversa del VIH-1.
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5. OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la composicién quimica y la actividad anti transcriptasa reversa del
VIH-1 y toxicoldgica de los extractos de hojas de Calophyllum brasiliense del

Estado de Chiapas.

Objetivos especificos

a). Aislar e identificar los principales compuestos quimicos presentes en las hojas

de Calophyllum brasiliense de la Regién Soconusco del Estado de Chiapas.

b). Cuantificar por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) los
principales componentes presentes en las hojas de Calophyllum brasiliense de la

Region Soconusco y Selva del Estado de Chiapas.

c). Evaluar la actividad inhibitoria de los extractos y compuestos de hojas de
Calophyllum brasiliense de la Region Soconusco y Selva del Estado de Chiapas

contra la transcriptasa reversa de VIH-1.

d). Evaluar el efecto toxico in vitro en linfocitos humanos y en células cancerigenas
de los extractos de hojas de Calophyllum brasiliense de la Regién Soconusco y
Selva del Estado de Chiapas.

e). Evaluar el efecto toxico in vivo en el crustaceo Artemia salina 'y en ratones Mus
musculus de los extractos de hojas de Calophyllum brasiliense de la Region

Soconusco y Selva del Estado de Chiapas.

f). Estudio anatomo-histopatolégico de 6rganos de los ratones tratados con los
extractos de las hojas de Calophyllum brasiliense de la Regiébn Soconusco del

Estado de Chiapas.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se colectaron hojas de Calophyllum brasiliense Cambess en dos regiones del
Estado de Chiapas, México: Soconusco y Selva. Los extractos organicos (hexano,
acetona y metanol) de estas colectas fueron preparados. El aislamiento de los
compuestos se realizd con el extracto de hexano de la colecta Soconusco
mediante métodos cromatograficos, y su identificacion se efectué por punto de
fusién (P.f.) rotacion optica (RO) y los métodos espectroscopicos siguientes:
resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono (RMN *H y *3C), infrarrojo
(IR), y espectrometria de masas (EM). La cuantificacion de los compuestos del
extracto de hexano se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR o HPLC, High Performance Liquid Chromatography) usando como
referencias compuestos puros, y por cromatografia liquida de alta resolucién
acoplado a espectrometria de masas mediante ionizacidn por electro-espray
(CLAR-EM (IEE). La actividad de los extractos sobre la inhibicion de la enzima
Transcriptasa Reversa del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipol (TR VIH-1),
se evalué mediante el ensayo de actividad Lenti-RT™ de acuerdo a lo descrito en
la literatura (Huerta-Reyes et al., 2004a, 2004b, Huerta-Reyes, 2004c; Reyes-
Chilpa et al., 2004). El efecto toxico in vitro de los extractos mas activos sobre
linfocitos y células tumorales humanas, se evalué mediante el ensayo MTT
(Mossman, 1983) y Sulforrodamina B (Estrada-Mufiz, 2001; Reyes-Chilpa et al.,
2004). El efecto toxico in vivo de los extractos mas activos se evalué sobre el

crustaceo, Artemia salina (Meyer et al., 1982; Mc Laughlin, 1991; Teng, 1993) y
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ratones (Mus musculus) CD1 (Shetty Akhila et al., 2007). Se realiz6 un perfil
neurofarmacoldgico (Moscardo et al., 2007) y se efectué el analisis anatomo-
histopatoldgico de los 6érganos de ratones tratados (Saleem et al., 2005), para
observar el efecto del extracto menos téxico sobre los 6rganos de los ratones a la

dosis mas elevada.

6.1. Material bioldgico

Se colectaron hojas de Calopyllum brasiliense en las comunidades La Flor y San
Javier, del Estado de Chiapas, México (Figura 4). La comunidad “La Flor”, se ubica
en el municipio de Huehuetan, en la Regidon Soconusco, al sureste del estado de
Chiapas, en la planicie costera; la vegetacion que la rodea es selva mediana
perenifolia, con suelo tipo andosol y fluvisol, el clima es céalido-sub-humedo con
lluvias en verano, y temperatura promedio anual de ~27°C (Salgado-Mora et al.,
2007). La comunidad “San Javier”, se encuentra en el municipio de Ocosingo, en
la Regién Selva, en la parte noreste del territorio chiapaneco; la vegetacion que la
rodea es selva alta perenifolia, con suelo predominantemente de acrisol humico, el
clima es céalido-humedo con lluvias abundante en verano y otofio y temperatura
promedio anual de ~25°C (Levy et al., 2006). En la primera localidad la colecta se
realizd en septiembre y octubre de 2008; mientras que en la segunda comunidad
la colecta fue realizada en noviembre de 2008 por el bidlogo Esteban Martinez.
Un ejemplar (Soconusco) fue depositado en el herbario del IMSS con nuamero

15523 y otro (Selva) en el herbario Mexu con nimero 1246548.
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REGION SELVA
(Ocosingo)

REGION SOCONUSCO
@ (Huehuetan)

Figura 4. Ubicacion de los sitios de colecta: Huehuetan (Region Soconusco), y
Ocosingo (Regién Selva), Chiapas, México.

6.2. Ensayos bioldgicos

6.2.1. Ensayo de actividad anti-transcriptasa reversa del VIH-1

Se examin0O la posible actividad inhibitoria de los extractos organicos de las
colectas Soconusco y Selva sobre la enzima TR mediante el ensayo Lenti-RT®
Activity Assays (Cavidi Tech) (Huerta-Reyes et al.,, 2004a, b y Huerta-Reyes
2004c). Para ello se siguio el protocolo descrito por el fabricante, a fin de
determinar el porcentaje de inhibicion de los extractos hexanico, aceténico y

metanodlico de ambas colectas. Después de conocer la actividad de cada uno de
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los extractos de las colectas, se procedio al fraccionamiento del extracto mas
activo de la colecta Chiapas (Soconusco) para determinar su composicion
quimica. En el caso de los extractos polares de metanol y acetona, se eliminaron
taninos empleando una columna de poliaminda mediante el procedimiento general
previamente descrito (Tan et al., 1991). Parte del extracto de metanol y acetona
(500 mg) fueron disueltos en un volumen minimo de H,O. La columna de
Poliamida C-200 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) en polvo (50 g) fue
saturada con agua y permanecio en reposo durante toda la noche. Después de
ese tiempo se adiciono el extracto. La elucion inicial fue con agua (50 ml), seguido
de agua-metanol (1:1, 200 ml) y finalmente, metanol absoluto (500 ml). Los
eluatos fueron colectados, combinados, concentrados y evaporados a sequedad.

Estos extractos fueron evaluados para actividad anti TR VIH-1.

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria 50 (Clsp) anti-TR

Con base en el tamizaje hecho en el primer ensayo sobre actividad anti TR, se
procedi6 a determinar la concentracién Inhibitoria (Clsg) de los extractos de
hexano y acetona de la colecta Soconusco y del extracto de hexano de la colecta
Selva sobre la enzima TR mediante el ensayo Lenti-RT® Activity Assays (Cavidi
Tech) (Huerta-Reyes et al., 2004a, b y Huerta-Reyes, 2004c). Para ello se siguio
el protocolo descrito por el fabricante, para calcular la concentracién de inhibicién
de los extractos mencionados. Los extractos fueron probados a siete

concentraciones en un rango de 3.125 a 200 pg/ml, con incrementos logaritmicos
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de 0.3 unidades. Los valores reportados son medias de tres replicas. La relacion
concentracion-respuesta fue establecida por analisis de regresion lineal. Las
ecuaciones fueron, para el caso de los extractos del Soconusco: y=1.36x +2.99,
r’=0.925, p<0.05 (hexano), y y=1.4x +2.92, r>=0.952, p<0.05 (acetona); y para el

extracto de hexano de la Selva: y=0.511x +4.14, r*=0.990, p<0.05.

6.2.2. Ensayo de viabilidad celular sobre linfocitos humanos

Se examino la citotoxicidad en linfocitos humanos de los extractos organicos de
las colectas Soconusco y Selva mediante el ensayo MTT (Mossman, 1983). Para
ello se siguio el siguiente protocolo: en un tubo Falcon de 15 ml se depositaron 1
parte de Ficoll y 2 partes de sangre periférica obtenida por veno-puncién de
donadores sanos; se centrifugd a 2000 rpm por 25 min. Se recuperé el anillo de
linfocitos en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) y se realizaron dos
lavados en medio RPMI y se centrifugd 1500 rpm por 5 min en cada lavado. Se
contaron los linfocitos y se ajustaron a una concentracién de 1x10° células/ml en
medio RPMI complementado con suero autélogo o SFB (Suero Bovino Fetal) al 10
%, aminoacidos no esenciales y L-glutamina. Los linfocitos se sembraron en cajas
de cultivo de 96 pozos (2.5x10° células/pozo) y se estimularon con
fitohemaglutinina (PHA) (5 pg/ml) o con anti-CD3/CD28 (1 ug/ml) y finalmente, se
incubaron a 37 °C con 5 % CO,. Transcurridas 24 h de cultivo los linfocitos se
trataron con los extractos organicos obtenidos de las hojas de C. brasiliense en

concentracion de 50 pug/ml y se incub6é nuevamente por 48 h mas; 4 h antes de
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finalizar el periodo de incubacion se adicionaron 20 pl/pozo de una solucion de
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2 il)-2,5- difenil-tetrazolio) (5 mg/ml en PBS),
transcurrido este periodo se eliminé el sobrenadante y se agregaron 100 ul de
DMSO (dimetilsulfoxido). La viabilidad celular se analiz6 mediante el desarrollo de
color en un lector de microplacas a 492/630 nm. Cada extracto se evalué por
triplicado. El criterio de toxicidad se basé en los valores obtenidos en el control sin
tratamiento, el cual se considera como el 100 % de viabilidad celular y se

establecio el porcentaje de citotoxicidad de los extractos vegetales evaluados.

Determinacion de la Concentracion Citotéxica 50 (CCsp)

La determinacion de la CCsg se realizé con el método descrito arriba, empleando
diluciones seriadas en concentraciones entre 6.25 y 100 pg/ml, con incrementos
logaritmicos de 0.3. Los valores reportados son medias de tres replicas. La
relacion concentracion-respuesta fue establecida por analisis de regresion lineal.
Las ecuaciones fueron, para el caso de los extractos del Soconusco: y=-2.27x
+8.43, r’=0.973, p<0.05 (hexano), y y=-1.99x +8.64, r>=0.998, p<0.05 (acetona); y

para el extracto de hexano de la Selva: y=-2.13x +8.35, r’=0.995, p<0.05.

6.2.3. Ensayo de citotoxicidad sobre lineas celulares de carcinoma humano
Los extractos de hexano, acetona y metanol de ambas colectas fueron analizados
para determinar el efecto citotoxico sobre el crecimiento en lineas célulares de

carcinoma humano. Las pruebas se determinaron en cinco lineas celulares: Glia
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de Sistema nervioso Central (U251), Prostata (PC-3), Leucemia (K652), Colon
(HCT-15), Mama (MCF-7) y Pulmén (SKLU-1). El bioensayo se llevo a cabo
mediante el método previamente descrito de la sulforrodamina B (Skehan et al.,
1990), brevemente, este método estd basado en la tincidon del enlace anidnico
SRB a proteinas de células fijadas con 10 % de acido tricloroacético, en placas
de 96 pozos, el complejo proteina-SRB es solubilizado con un buffer Tris. El
ensayo colorimétrico que se determina en un lector de ELISA a 515 nm para
determinar la viabilidad celular. Las concentraciones de los extractos fueron de 50
pug/ml. Solamente aquellos extractos que inhibieron >50 % se consideraron

activos.

6.2.4. Actividad toxica sobre el crustaceo Artemia salina

Se determind el efecto toxico sobre A. salina de los extractos hexénicos de las
colectas Soconusco y Selva siguiendo el protocolo reportado en la literatura
(Meyer et al., 1982; Mc Laughlin, 1991; Teng, 1993). Brevemente, el bioensayo
consistié en colocar 10 organismos en cada tubo por triplicado. Los extractos se
suministraron a tres diferentes concentraciones (10, 100 y 1000 pg/ml). Los
crustdceos se mantuvieron 24 h a 28 °C en contacto con las muestras. Después
de transcurrido ese tiempo, se contabilizaron los sobrevivientes y el resultado se

expresd como ClLsp.
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6.2.5. Toxicidad aguda en ratones cepa CD1 (Mus musculus)

Solamente los extractos de hexano y acetona de la colecta Soconusco y hexano
de la colecta Selva, los cuales mostraron mayor actividad anti TR HIV-1, fueron
examinados para toxicidad aguda in vivo. Las pruebas de letalidad del extracto
se realizaron en ratones machos (Mus musculus) cepa CD1 (Charles River) con
pesos de 20-30 g, los cuales fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de
Medicina, de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Los ratones fueron
conservados en cajas ventiladas bajo condiciones estandar de luz/oscuridad (12 h
con ciclos alternativos de dia-noche) y temperatura de 27 +2 °C, y fueron criados
con alimento comercial. El manejo y protocolo del ensayo se ajusto a lo descrito
por Shetty Akhila et al. (2007), la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y a
la guia internacional “Guide for the care and use of laboratory animals, 2011”. La
determinacién de la dosis letal 50 (DLsg) fue realizada en un periodo de una
semana. La via de administracion de los extractos fue intra-peritoneal (i.p.),
usando como vehiculo aceite de maiz (Mazola®). Las dosis suministradas de los
extractos del Soconusco fueron de 5.62-0.562 g/kg con incrementos de 1/4 de
logaritmo y para el extracto de la Selva fue de 0.316-1 g/kg, con incrementos de
1/6 de logaritmo. El grupo de ratones control neutral fue tratado con una solucion
salina al 0.9 % (SS). Los valores reportados son medias de seis replicas. La
ecuaciones de regresion lineal para la relaciébn dosis-respuesta fueron, para el

caso de los extractos del Soconusco: y=3.36x -2.74, r’=0.973, p<0.05 y y=2.72x -
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1.14, r>=0.878, p<0.05, para hexano y acetona, respectivamente; y para el extracto

de hexano de la Selva: y=5.14x -4.56, r*=0.954, p<0.05.

Perfil neuro-farmacolégico. El efecto neuroldgico de los extractos en ratones
control neutral y tratados fue analizado con el test de Irwin, 1968 (Moscardo et al.,
2007; Sadraei et al.,, 2006). Las pruebas consistieron en observar los efectos
neuro-farmacoldgicos que los ratones presentaron antes (1 h) y después de la
administracion de las dosis, en las primeras horas (1 h, 3 h'y 5 h después). Las
pruebas se centraron en evaluar el efecto sobre la coordinacion, exploracion y

actividades motoras.

6.2.6. Analisis anatomo-histopatoldgico de los 6rganos de ratones

El extracto de hexano de la colecta Soconusco mostré la Clsg mas baja y la DLsg
mas alta, por lo tanto, se realizo6 la necropsia de los ratones muertos a la dosis
mas alta (5.62 g/kg). Los ratones del grupo neutral control (SS) fueron sacrificados
después de 72 h de acuerdo a lo descrito en las normas oficiales mexicanas e
internacionales previamente descritas. Todos los érganos fueron examinados
macroscopicamente. El peso fresco de todos los 6rganos (peso absoluto) fue
determinado; y la razén del peso del 6rgano/peso del ratén (peso relativo) fue
calculada (Saleem et al., 2005). El analisis de los tejidos se realizé sobre los
siguientes 6rganos: higado, bazo y pulmén. El procesamiento de los érganos se

llevo a cabo de la siguiente manera (Saleem et al., 2005): (a) Fijacion: este
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proceso permite conservar el tejido en condiciones tan naturales como sea posible
y fue llevado a cabo con un fijador histoquimico (que conserva composicion
molecular y bioquimica), la formalina cuya formula clasica consistié en formol al
10 % con solucion buffer de acetato de sodio trihidratado (20 g/l). (b) Lavado e
identificacion: después de 24 h de fijacidon, los 6rganos se colocaron en agua
destilada por 10 min, para eliminar el fijador y evitar que precipitara y provocara
manchas en la preparacion. A cada érgano especifico se le asigné un numero de
identificacion, y fue cortado en su eje transversal. (c) Deshidratacion: los tejidos
se sometieron a una técnica de deshidratacion, cada uno de los segmentos de
corte fue dispuestos en “casettes” y colocado en el Histokinete (Histokinette 2000,
Mod. YD-12G) el cual somete al tejido a pasar por alcoholes de concentraciéon
ascendente 30-100 %; todos los tejidos fueron procesados de acuerdo al manual
del fabricante. (d) Inclusién: los cortes de cada 6rgano fueron incluidos en
parafina. Se utiliz6 parafina, ya que con esta los cortes obtenidos son nitidos y se
observa una morfologia que permite un mejor diagnostico. Cada tejido se coloco
en un recipiente con parafina liquida con punto de fusion entre 56 a 58 °C, dentro
de una estufa a temperatura fija, y posteriormente elaborar bloques, colocando los
tejidos en un molde de acero inoxidable con parafina y colocando sobre este una
camara de plastico, vertiendo mas parafina y llevandolo finalmente a la plancha
refrigerante. Los bloques fueron retirados cuando estos se encontraban frio y se
desprendian facilmente de la camara de plastico. (e) Corte: los tejidos inmersos en

parafina fueron cortados mediante el uso de un microtomo eléctrico (Microm
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HM335E) con un grosor de 5 a 8 um. Estos cortes son colocados en el bafio de
flotacion de agua caliente entre 48 a 50 °C, extendiendo y disolviendo los cortes,
los cuales fueron finalmente colocados en el portaobjetos y acomodados en una
canastilla de metal, la cual se dejé 15 min en la estufa para que el tejido se
adhiriera al portaobjetos. (f) Tincion y montaje: para dar caracteristicas cromaticas
a los tejidos se utilizé el método mas clasico de tincién con hematoxilina-eosina;
para ello se pas6 el portaobjetos por la caja con la solucion de colorante
respectiva, finalmente se elimind el exceso de colorante. Para hacer permanente
la preparacion se coloco una gota de medio de montaje (Balsamo de Canadd)
tapando esta con un cubreobjetos y dejando secar 20 min. Los cortes fueron
observados y fotografiados en un microscopio ZEIZZ Axiostar plus modelo
HBOS50/AC, usando objetivos planos acromaticos (40X and 100X) acoplado a una

camara Canon Power Shoot G6 (7.1 Mpx).

6.3. Caracterizacion quimica

6.3.1. Comparacioén entre las colectas de Chiapas por CCFy CLAR
Cromatografia en capa fina (CCF). Extractos de hexano fueron preparados a partir
de 2 g de hoja seca triturada de las colectas Soconusco y Selva. Se analizaron por
cromatografia en capa fina (placa 10 x 10cm, Alugram Sil G/UV 54, silica gel 60 de
0.2 mm con indicador fluorescente UV2s4nm). Se aplicaron 5 pl de cada extracto a
una concentraciéon de 50 mg/ml. Muestras puras de friedelina, canofilol, acido

apetalico, mammea A/BA-A/BB, calandlido B asi como de los extractos de hexano
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de hojas de los QTP’s 1 y 2 se emplearon como referencia. El cromatofolio fue
eluido con una mezcla de hexano:acetato de etilo (8:2). La placa fue observada
bajo luz UV (A= 254 nm y 366 nm), y revelada por calentamiento después de

asperjar con sulfato cerico al 1% en &cido sulfarico 2 N.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR). El perfil cromatogréafico de los
extractos también fue obtenido mediante CLAR (HPLC) (Waters 1525 Binary
HPLC Pump-Waters 2487 Dual A Absorbance Detector-Breeze Waters Program),
usando una columna de fase reversa (Kromasil C18, 25 cm longitud, 0.4 cm
diametro y 5 ym tamano de particula), y como fase movil acetonitrilo:agua (60:40)
a un flujo de 1.0 ml/min con una presién de 1600-1800 psi y una concentraciéon de
muestra de 0.75 mg/ml y deteccién mediante luz UV a 284 nm. Se emplearon

como muestras de referencia acido apetélico, y calandlidos By C.

6.3.2. Preparacion de extractos organicos de la colecta Soconusco

Con base en el andlisis de la cromatografia en capa fina, cromatografia liquida de
alta resolucion y actividad anti transcriptas reversa de VIH-1, se procedio a realizar
una fraccionamiento quimio-dirigido con la finalidad de separar los componentes,
principalmente dipiranocoumarinas del extracto de hexano obtenido de las hojas
de C. brasiliense de la colecta Soconusco. Las hojas se secaron a temperatura
ambiente y se molieron (700 g). Los extractos fueron preparados por maceracion

con hexano, acetona y metanol. La extraccion con cada solvente fue cada 72 h, se
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filtr6 y se extrajo hasta agotamiento (hexano 10 veces, acetona 10 veces y
metanol 6 veces). Los extractos organicos preparados con cada solvente fueron
reunidos y concentrados al vacio en un rotavapor (Buchi R-205). Las condiciones
de operacion fueron: 69 °C y 80 rpm para hexano, 56 °C y 80 rpm para acetona,
64 °C y 80 rpm para metanol. El solvente residual fue evaporado en una camara

de vacio hasta sequedad a temperatura ambiente.

Durante la concentracion del extracto de hexano se obtuvo un precipitado blanco
en las paredes del matraz, el precipitado fue recuperado re-disolviendo con una
mezcla de hexano:diclorometano (1:1). Este precipitado se analizé por
cromatografia en capa fina (cromatofolio 10 x 10 cm), eluido con hexano:acetato
de etilo (8:2). Se emplearon canofilol y friedelina como referencia. ElI cromatofolio
fue observado bajo radiacion UV (A= 254 y 366 nm) y posteriormente revelado por
calentamiento después de la aspersion con sulfato cerico. Sin embargo, ninguna
mancha fue observada con luz UV, pero al revelar con sulfato cerico se observo
una mancha con Rf= 0.4 correspondiente con la referencia, canofilol. El punto de
fusion experimental del precipitado fue de 279-284 °C similar al reportado para
este compuesto 282-284 °C. Con base en estos resultados se procedido a
determinar su rotacion Optica y analizarlo mediante métodos espectroscopicos:

RMN'Hy C, IRy EM.
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Rendimiento de los extractos
El rendimiento de los extractos respecto a hojas secas fue de 3.16 % para hexano,

7.07 % para acetona y 8.27 % para metanol.

6.3.3. Aislamiento de compuestos

6.3.3.1. Columna I: Cromatografia en columna en fase normal

El extracto de hexano seco (15 g) se re-suspendié en diclorometano y adsorbio
con celita (5X). La mezcla seca fue sometida a cromatografia en columna
utilizando como adsorbente silica gel (20X, malla 70-230, Merck). La elucién se
realizd con hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones de polaridad
creciente (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 50:50, 30:70 y 0:100),
posteriormente se continud eluyendo con acetato de etilo-metanol en diferentes
proporciones de polaridad creciente (100:0, 80:20, 50:50, 0:100) (Figura 5). Se
colectaron fracciones de 100 ml y se concentraron mediante rotavapor (Bichi R-
205). Las fracciones concentradas fueron depositadas en viales. El disolvente
residual se evapord a temperatura ambiente. Se obtuvieron 128 fracciones, cuya

coloracién varié del amarillo-naranja al verde.

Las fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina (cromatofolios: 5
X 20 cm, silica gel 60, Alugram Sil G/UV3s4, de 0.2 mm con indicador fluorescente
UV32s4nm). Se aplicaron 2-3 ul de cada fraccion en el cromatofolio. La elucién se

realizd con hexano:acetato de etilo, o bien acetato de etilometanol en un
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gradiente de polaridad creciente similar al usado para cromatografia en columna.
La placa se observo bajo luz UV (A= 254 y 366 nm), posteriormente se revel6 por
calentamiento después de revelar con sulfato cerico 1% en &cido sulftrico 2 N

(Figura 6). Estas fracciones se reunieron con base en la similitud de su Rf.
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Figura 5. Diagrama de fraccionamiento del extracto de hexano de las hojas de
Calophyllum brasiliense, colecta Soconusco, Chiapas, México (Columna ).
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Figura 6. Cromatofolio de las fracciones F52-68 obtenidas mediante la columna I,
observados con luz UV (A) 2= 254 nm, (B) A= 366 nm, y (C) revelado con sulfato

cerico 1% en acido sulftirico 2 N.

De la primera fraccion F1 (544.2 mg) y de las fracciones F2-41 (2715.6 mg),
eluidas con hexano y hexano-acetato de etilo, se obtuvo un liquido con una
consistencia oleosa y coloracién amarillo a naranja. Estas fracciones fueron
analizadas por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas,
CG-EM (JEOL GCmate), empleando una columna capilar (30 x 0.25 mm) a 70eV.
La interpretacion de los espectros de masa fue realizado con la base de datos de

NIST (National Institute Standard and Technology-2005).
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En la fraccion F24-27 (95.2 mg) se formo6 un precipitado blanco, el cual present6
un Rf= 0.8 y punto de fusion de 249-254 °C similar al del compuesto de referencia,
friedelina. Con base en esto, se procedi6 a determinar su RO y analizarlo

mediante métodos espectroscépicos RMN *Hy *C, IRy EM.

Las fracciones F28-29 (15.5 mg), F30-34 (420.7 mg), F42-46 (320 mg), F47-51
(110.4 mg), y F52-59 (70.3 mg) también formaron un precipitado blanco. El Rf= 0.4
de todos los precipitados fue idéntico al del canofilol, compuesto de referencia.
Ademas, en el caso de las dos ultimas fracciones se encontré que tienen un punto
de fusion de 249-254 °C y 240-246 °C respectivamente; y en ambos el espectro de

IR (KBr) vmax CM™ 3629 (O-H), 2947(C=0), 1704,1464, 1389 y 1014, son

similares a los datos reportados para Canofilol.

Las fracciones F60-66, F67-68, F69-76 y F77-83 mostraron mediante
cromatografia en capa fina una mancha azul, Rf= 0.33 (Figura 7), caracteristica de
las dipiranocoumarinas (calandlidos e inofilums), se reunieron y sometieron a
cromatografia en columna empleando Silica Gel-C18 (YMC Co., LTD) y elucién
con acetonitrilo:agua (80:20). Mientras que las fracciones restantes ya no fueron

estudiadas.
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Dipiranocoumarinas
(Calandlidos e Inofilums)

Rf=0.33

Figura 7. Cromatofolio (C18) observado con luz UV (A) A= 254 nm, (B) A= 366 nm,

y (C) revelado con sulfato cerico 1 % en acido sulfarico 2 N de la fraccion F60-83 .

6.3.3.2. Columna Il: Cromatografia en columna en fase reversa

Las fracciones F60-83 (7 g), se sometieron a cromatografia en columna (20X), la
fase estacionaria fue Silica Gel-C18 (YMC Co., LTD) usando como fase mouvil
acetonitrilo:agua en una proporcion inicial de 80:20, hasta alcanzar el 100 % de
acetonitrilo; seguido de elucién con acetonitrilo:metanol (80:20, 50:50, 20:80), y
finalmente, butanol:etanol (80:20) (Figura 8). Se colectaron fracciones de 100 ml
concentrandose en un rota-vapor (Blchi Rota-vapor R-205), y posteriormente
depositados en un vial. El disolvente residual se evapor6 a temperatura ambiente.

Se obtuvieron 24 fracciones cuya coloracion varia del amarillo al verde.
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Fracciones 60-83
Rf=0.33, ; Dipiranocoumarinas?

Columnas Slica Gel C-18

CHONHO CH,CNCH,OH BUOHELOH
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Figura 8. Diagrama del fraccionamiento de F60-83 (Columna II).

Las fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina (Alugram Sil
GF/UV254, silica gel 60 de 0.2 mm con indicador fluorescente UV3zs4nm). Se
aplicaron 2-3 ul de cada fraccion en el cromatofolio. La elucién se realizé con
acetonitrilo:agua usando un gradiente similar al de cromatografia en columna para
observar el momento en el cual se tendria que hacer el cambio de la mezcla

eluyente. Los cromatofolios se observaron bajo radiacion UV (A= 254 y 366 nm),
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posteriormente se asperjo con sulfato cerico 1% en acido sulfurico 2 N y se revelo
por calentamiento de la placa. En las fracciones FR5, FR6, FR7 y FR8 obtenidas
de la columna, se observo la caracteristica mancha azul de Rf = 0.33
(dipiranocoumarinas). Estas fracciones fueron analizadas por RMN 'H, para
observar las sefiales caracteristicas de estos compuestos. En las fracciones
restantes (FR1-4 y FR9-24) no se observaron dipiranocoumarinas, pero de las
fracciones FR10 y FR11 tratadas con hexano-diclorometano (1:1) se formd un
precipitado blanco, cuyas propiedades fisicas (Rf, RMN *H e IR) correspondieron

con el compuesto previamente caracterizado como canofilol.

6.3.3.3. Cromatografia liqguida de alta resolucién (CLAR)

Las fracciones FR5, FR6, FR7 y FR8 en las cuales se observo la presencia de
acido apetdlico, calandlidos e inofilums se sometieron a CLAR (Waters 1525
Binary HPLC Pump-Waters 2487 Dual A Absorbance Detector-Breeze Waters
Program), empleando una columna de fase reversa (Kromasil C18, 15 cm
longitud, 1 cm diametro y 5 um tamano de particula), y usando como fase movil
acetonitrilo:agua (60:40) a un flujo de 1.0 ml/minuto con una presién de 600-800
psi y deteccibn mediante radiacion UV a 284 nm. Se obtuvieron 8 sub-fracciones

de cada una, y se analizaron por métodos espectroscépicos (Figura 9).

68



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012
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CLAR (HPLC)
Acetonitrilo:Agua (6:4), C18 prep, 1mL/min
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Figura 9. Diagrama de fraccionamiento de FR5, FR6, FR7 y FR8 por CLAR.

Se intent6 cristalizar algunos de estos compuestos de estas sub-fracciones.
Solamente, de la sub-fraccion SF6-7 tratada con una mezcla de acetona-metanol
(1:1), se obtuvo un precipitado, el cual fue analizado por métodos
espectroscopicos. En el resto de las sub-fracciones se obtuvieron mezclas
complejas de compuestos, por lo cual, algunas sub-fracciones (SF4-5, SF6-5,
SF2-6, SF7-6, SF2-7 y SF4-7) fueron seleccionadas para su caracterizacion por

CLAR-EM, como se detalla mas adelante.

69



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

6.3.3.4. Identificacién de compuestos

Las compuestos puros y las sub-fracciones obtenidos del fraccionamiento por
CLAR fueron analizados mediante métodos fisicos, segun el caso: Punto de
Fusién (Fisher Johns), Rotacion Optica (Polarimetro Perkin EImer Modelo 343), y
espectroscopicos: RMN *H y 3C (Espectrémetro Varian Unity 300 y JEOL JNM A-
500), IR (Espectroscopio Bruker Tensor 27) y EM (Espectrémetro Hewlett-Packard
5985-B), ademas se caracterizaron por CLAR-UV-EM (Agilent Technologies 1200
Series Binary SL acoplado a un espectrdmetro de masas Bruker Esquire 6000).

Los datos fueron comparados con lo reportado en la literatura.

6.3.4. Cuantificacion de compuestos por CLAR-UV

Cuantificacion por CLAR-UV empleando referencias. Se analizaron los extractos
hexanicos de la colecta Soconusco y Selva, asi como de los QTP's 1y 2,
mediante CLAR (Waters 1525 Binary HPLC Pump-Waters 2487 Dual A
Absorbance Detector-Breeze Waters Program; Columna Kromasil C18, 25 cm
longitud, 0.4 cm diametro y 5 ym tamafo de particula), usando como fase movil
acetonitrilo:agua (60:40) a un flujo de 1.0 ml/min con una presion de 1600-1800 psi
y una concentracion de muestra de 0.75 mg/ml y deteccion UV a 284 nm. Se
identificaron y cuantificaron las dipiranocoumarinas tetraciclicas: (-)-calandlido B
(1) y (-)-calandlido C (2), y la cromanona: acido apetalico (3). Cada compuesto fue
inyectado por triplicado y se realizaron las curvas de calibracion respectivas a

concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ppm para cada estandar. La relaciéon

70



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

concentracion-absorbancia fue establecida mediante analisis de regresion lineal.
Las ecuaciones fueron: y=46697.95x -12223.52, r’=0.99, p<0.05, RT 32.89 (1),
y=61728x -680388, r’=0.97, p<0.05 (2), RT 34.82, and y=40059.51x -10287.89,

r’=0.99, p<0.05, RT 26.18 (3).

Cuantificacién por CLAR-UV-EM (ESI+). Las sub-fracciones SF4-5, SF6-5, SF2-6,
SF7-6, SF2-7 y SF4-7 fueron seleccionadas para su caracterizacion. Se empleé
un cromatografo de liquidos Agilent Technologies 1200 Series Binary SL, con
columna de fase reversa (Zorbax Bonus RP 2.1 x 100 mm, 3.5 um), eluyendo con
metanol-agua (6:4) durante 30 min con un flujo de 0.2 ml/min. El cromatografo
estaba acoplado a un espectrometro de masas Bruker mod. Esquire 6000, los
espectros de masas se obtuvieron mediante ionizacion por electroespray (ESI,
ionizacion positiva), presion del nebulizador 10 psi, gas de secado 5 I/min y
temperatura de secado 300 °C y trampa de iones de polaridad positiva, con un
barrido de 50-1000 m/z, promedio de seis espectros. Adicionalmente, se obtuvo el
perfil cromatografico y espectro de masas de las dipiranocoumarinas, (+)-Inofilum
P, (-)-Calandlido B y sus derivados 12-metoxilado, asi como de la cromanona,
acido apetalico y la coumarina triciclica, denominada GUT-70, para poder

identificarlos dentro de las sub-fracciones.
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La cuantificacion de los compuestos dentro del extracto se obtuvo como el

porcentaje del area, la cual se correlacioné con el contenido de los compuestos en

el extracto mediante la siguiente expresion:
m¢=[(%éarea/100)*(ViCmmcimc)/me)]*1000

Donde mc; , Mg Y me es la masa de la fraccion de la columna I, 1l y del extracto,

Vi es volumen de inyeccion, Cn, es la concentracion de la muestra, y se multiplica

por mil para obtener mg/kg de hoja seca.

6.4. Analisis estadistico

La cuantificacion de los componentes del extracto de hexano se realiz6 mediante
un analisis de regresion lineal. El analisis de los datos de actividad anti-TR y de
citotoxicidad se llevd a cabo mediante el estadistico de Kruskal-Wallis para
muestras independientes. El célculo de la DLsg, Clsg Yy CCsp se realiz6 mediante un
analisis de regresion lineal por el método de minimos cuadrados. Los valores
porcentuales se transformaron a unidades probit y se grafico vs el logaritmo de la
dosis (Shetty Akhila et al., 2007). Los limites de confianza para la DLsy se
determinaron mediante el método de Litchfield-Wilcoxon (1949). Los datos de
peso fresco de los organos, se compararon con el estadistico t-Student para
muestras independientes. Todos los datos se analizaron previamente con la
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y de homogeneidad de Levene.
Los analisis estadisticos se efectuaron al 95 % de nivel de confianza usando el

programa Minitab™ v15 y SPSS™v17.
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7. RESULTADOS

7.1. Andlisis biolégico

7.1.1. Actividad anti-transcriptasa reversa del VIH-1

Los extractos de hexano de las hojas colectadas en la Regién Soconusco y Selva
(Chiapas), asi como los quimiotipos 1 y 2 (Veracruz) fueron evaluados a la
concentracion de 50 ug/ml. El extracto de hojas colectadas en la Regién
Soconusco presentd la mas alta inhibicion (57 %) seguido de la colecta de la
Region Selva (49 %) y el quimiotipo 2 (41 %). El quimiotipol fue practicamente

inactivo (1.4 %) (Figura 10A).

Los extractos de acetona y metanol de hojas colectadas en la Region Soconusco
también inhibieron la transcriptasa reversa de VIH-1 (49 % y 47 %,
respectivamente). Sin embargo, la actividad anti transcriptasa reversa VIH-1 de
ambos extractos se redujo fuertemente después de la remocion de taninos (~25
%) (Figura 10B). El control positivo, Nevirapine, inhibié en 95 % la actividad de la
transcriptasa reversa VIH-1, a la misma concentracion (50 ug/ml). Previamente,
Huerta-Reyes et al. (2004) reportaron la actividad del extracto de hexano de hojas
de C. brasiliense (quimiotipo 2) en ~70 % de inhibicidbn sobre la transcriptasa
reversa de VIH-1. Mientras que Estrada-Mufiz (2001) reporta que el extracto del

guimiotipo 1 es inactivo.
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Figura 10. Actividad anti-TR VIH-1 de los extractos organicos de hojas de
Calophyllum brasiliense. A) Extractos de hexano de la colecta Soconusco (SC),
Selva (SV) y Quimiotipos (QTP1 y QTP2); B) Extracto de hexano (HSc), acetona
(ASc), metanol (MSc) y metanol sin taninos (MSc-T) de la colecta Soconusco. n=5
X+ E.M.).

Determinacion de la Clsg anti-TR

La concentracion inhibitoria 50 fue calculada para los extractos de hexano y
acetona de la colecta Soconusco como Cl5=30.2 pg/ml y 30.9 pg/ml,
respectivamente; mientras que el extracto de hexano de la colecta Selva (Clso=
44.86 pg/ml) result6 menos potente en comparacion con los del Soconusco
(Figura 11). Aunque se evaluaron las propiedades anti-TR VIH-1 de 12-metoxi-(-)-
calandlido B y la mezcla de (+)-inofilum P con 12-metoxi-(+)-inofilum P, asi como
de GUT-70, estas no presentaron actividad contra la enzima transcriptasa reversa.

La Clso de estos compuestos fue > 200 pg/ml.
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Figura 11. Curva Clso anti-TR VIH-1 de los extractos de hexano de hojas de
Calophyllum brasiliense: Soconusco (SC), Selva (SV) y acetona del Soconusco
(ASC). n=3 (X E.M.).

7.1.2. Citotoxicidad sobre lineas celulares de carcinoma humano

Los extractos de las dos colectas en general, inhibieron in vitro el crecimiento de
las seis lineas tumorales humanas (Tabla 5). La mayor inhibicion la presentaron
los extractos de la colecta Selva, en especial el extracto de hexano con valores de
86.9 al 100 %, seguido por el extracto de acetona (66.8-97.8 %), y por ultimo el
extracto de metanol (46.5-95.5 %), siendo la linea celular de tumor humano K562A
(leucemia) la que menor inhibicién de crecimiento presentd (46.52 %). En el caso
de la colecta Soconusco, el extracto de hexano y acetona presentaron un
porcentaje de inhibicion superior al 50 % sobre las lineas tumorales humanas, a

excepcion de la linea celular de tumor humano MCF-7 (mama) para el extracto de
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acetona (47.76%); sin embargo, el efecto citotoxico del extracto metandlico fue el

menor de todos al estar por debajo del 50 % para todas las lineas celulares.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento celular de las lineas tumorales
humanas por los extractos organicos de hojas de Calophyllum brasiliense:

Soconusco y Selva, Chiapas.

Lineas Celulares

Colecta Extracto

U251 PC-3 K562  HCT-15 MCF-7  SKLU-1

Soconusco Hexano 100 98.93 56.76 84.99 82.49 100
Acetona 7453 85.18 57.2 66 47.76 83.06

Metanol 20.85 31.27 41.45 34.39 ND 36.69

Selva Hexano 100 95.6 92.16 93.69 86.9 100
Acetona 87.7 78.9 69.28 82.25 66.86 97.8

Metanol 87.23 77.55 46.52 83.76 12.58 94.53

U251= Glia del Sistema Nervioso Central, PC-3= Prostata, K562= Leucemia, HCT-15= Colon, MCF-7= Mama,
SKLU-1=Pulmén, [pg/mi]= 50, n= 2, ND= No Determinado, vehiculo= DMSO

7.1.3. Citotoxicidad sobre linfocitos humanos

La CCso sobre linfocitos fue realizada solamente con los extractos mas activos
contra la enzima transcriptasa reversa. Los extractos de acetona y hexano de la
colecta Soconusco Yy el extracto de hexano de la colecta Selva, resultaron mas
potentes contra esta enzima, por lo cual se determind la CCsy para dichos

extractos, encontrando que, el extracto de acetona presentd la mas alta viabilidad
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celular con una CCsp= 66.01 pg/ml, seguido del extracto de hexano de la Selva
con una CCso= 38.02 pug/ml y el extracto de hexano del Soconusco con una CCsp=
32.36 pg/ml (Figura 12). El porcentaje de viabilidad celular de los extractos es
similar a los obtenidos para inhibicion de células de carcinoma humano, donde la
potencia fue hexano>acetona>metanol. Sin embargo, el extracto metandlico de la
colecta Soconusco no mostro inhibicion de linfocitos, incluso a concentraciones de

400 pg/ml.

100 - _
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Figura 12. Curva CCsg de viabilidad celular sobre linfocitos humanos. Extractos de
hexano de hojas de Calophyllum brasiliense: Soconusco (SC), Selva (SV) y
acetona del Soconusco (ASC). n=3 (Xt E.M.).
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7.1.4. Toxicidad sobre el crustaceo Artemia salina

El efecto toxico sobre los crustaceos fue minimo, alredor del 30 % de mortalidad,
encontrando que la CLsg es superior a 1000 pg/ml para ambos extractos (Tabla 6).
Esto contrasta con los resultados obtenidos en la prueba de citotoxicidad en lineas
celulares de carcinoma humano, ya que este ensayo es de caracter preliminar
para correlacionar las actividades biol6gicas como citotoxicidad in vitro para
células cancerigenas. Sin embargo, de acuerdo a Anderson (1991) este valor

indica que posiblemente los extractos no son téxicos in vivo.

Tabla 6. Toxicidad (CLso) de los extractos de hexano de hojas de Calophyllum

brasiliense sobre Artemia salina: Soconusco y Selva, Chiapas.

Colecta Concentracion (ug/ml) % Mortalidad ClLso
Soconusco 1000 33.33
100 3.33
10 0
Selva 1000 36.67 >1000
100 3.33
10 o

7.1.5. Toxicidad aguda en ratones (Mus musculus)

La dosis letal media del extracto hexano y acetona de la colecta Soconusco fueron
muy similares (DLso= 1,995 g/kg, Limite superior 3.073 g/kg, Limite inferior 1.296
g/kg y DLsp= 1,809 g/kg, Limite superior 3.129 g/kg, Limite inferior 1.045 g/kg,

respectivamente), y mas elevadas en comparacion con el extracto hexano de la
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colecta Selva (DLso= 0,725 g/kg, Limite superior 0.963 g/kg, Limite inferior 0.545
g/Kg) (Figura 13). Esto significa que el extracto de la colecta Selva es mucho mas
toxico que el de la colecta Soconusco (Hodge y Sterner, 1943, Dennis, 1984). Este
resultado concuerda con el bioensayo realizado sobre el crustaceo, A. salina, en el

cual se determind que no era téxico (CLso > 1000 pg/ml).

100 -
90 -+
80 -
70 -
60 -
50 +
40 -
30 +
20 -
10 -

%o Letalidad

0 2 4 6
Dosis (g/kg)
SC == SV o= A S

Figura 13. Curva de toxicidad aguda (DLsp) en ratones cepa CD1. Extracto de
hexano de hojas de Calophyllum brasiliense: Soconusco (SC), Selva (SV) y
acetona Soconusco (ASC). n=6 (Xt E.M.).

Perfil neurofarmacolégico. En las pruebas neurofarmacologicas se observo que
el efecto de las dosis 5.62 g/kg del extracto de hexano de la colecta Soconusco y

0.69 g/kg de la colecta Selva, fue principalmente sobre la actividad motora de los
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ratones (Tabla 7): catatonia, temblores, paralisis de las extremidades posteriores,
pérdida de sensibilidad al dolor, retorcimiento, pasividad y pérdida de equilibrio.
Otros signos recurrentes fueron dilatacion de venas de la oreja, ojos cerrados,
hemorragicos, y dificultad para respirar previas a la muerte. Estos efectos no

fueron observados a las dosis mas bajas.

Tabla 7. Evaluacion de la respuesta conductual de los ratones antes y después de
la administracion del extracto de hexano de hojas de Calophyllum brasiliense:

Soconusco y Selva, Chiapas.

Soconusco Selva
Dosis (g/kg) control 5.62 1.77 0.69
t(h) 1-5 1 3 5 5 3 5
Efecto
Catatonia

=

Pasividad

Estado de alerta
Actividad exploratoria
Agrupamiento
Escape

Respuesta al dolor
Respuesta de alarma
Temblores
Convulsiones
Marcha tambaleante
Equilibrio/plano inclinado

A MO OCO PSS PSSP OO
W NN ODNMNDMNDODNWODNDMD
A W W O NDNDWDNDIMODNDII™D
O W O OO b W W WWPdrMwow
O W O O O W W W N W W W W

Fuerza de agarre/cuerda tirante

3 2 - 0 0

Solamente aquellos parametros en los cuales se observo cambios conductuales y tiempos
puntuales son presentados. Escala Irwin 0-4. Cada nimero es una mediana (M= X{n+1y2))
del parametro conductual por grupo de tratamiento. n= 3; t. tiempo en horas antes y
después de la administracion.

W W N W ODNDNDNDDMNDDNWONDNP~MOW
O O W O O O W W W MNDNWWW

Retorcimiento 0
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7.1.6. Anatomo-histopatologia de los 6érganos de los ratones

El peso de los 6rganos de los ratones muertos por la dosis mas alta (5.62 g/kg) del
extracto de hexano de la colecta Soconusco en comparacion con los ratones
control, no presento diferencias significativas de acuerdo al estadistico t-Student.
(Tabla 8), sin embargo, de las observaciones macroscopicas se encontré que los
pulmones presentaron diminutos puntos hemorragicos (petequias) (Figura 14).
Ademas se observé vasodilatacion en las venas de las orejas, lo que podria

reflejar un efecto sobre el funcionamiento del sistema cardiovascular (Figura 15).

Tabla 8. Peso fresco de 6rganos de los ratones tratados con el extracto de hexano

de hojas de Calophyllum brasiliense de la colecta Soconusco, Dosis= 5.62 g/kg.

Control Soconusco

(X +DE) (X +DE)

Ratén 26 +4.56 27 +£3.79
cerebro 0.3172 +0.1 0.3552 +0.06
higado 1.6867 +0.46 1.6008 +0.17
bazo 0.2177 +0.05 0.2141 #0.06
corazon 0.1359 +0.03 0.1309 #0.03
pulmones 0.1864 +0.02 0.1713 +0.05
izquierdo 0.0921 #0.02 0.0856 #0.03
derecho 0.0943 +0.01 0.0858 #+0.02
rinones 0.4322 +0.08 0.3757 +0.08
Izquierdo 0.2167 +0.03 0.1895 #0.05
derecho 0.2155 +0.05 0.1862 #0.04
Testiculos 0.1707 +0.04 0.1514 +0.03
izquierdo 0.0834 +0.02 0.0777 £0.02
derecho 0.0873 +0.02 0.0737 +0.01
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Figura 14. Pulmén de los ratones tratados con el extracto de hexano de hojas de
Calophyllum brasiliense: Colecta Soconusco (Dosis= 5.62 g/kg). Observe el
cambio de coloraciébn de nacarado (A) a rojo (B) producto de las multiples

petequias.

Figura 15. Vasodilatacion observada en las orejas de los ratones a los que se les
administré el extracto de hexano de hojas de Calophyllum brasiliense: Colecta
Soconusco (Dosis= 5.62 g/kg). A) Ratén control, B) Raton tratado. Observe la

vasodilatacion (flechas).
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Higado. El andlisis histopatologico del tejido de higado mostré arquitectura
natural, el tamafio de los nucleos en los hepatocitos varian y las vesiculas intra-
citoplasmaticas son escasas, esto indica que no hay dafio o este es minimo en el
tejido hepatico, ya que no se observa tejido necrosado, el cual es caracteristico
cuando los espacios de los hepatocitos destruidos es ocupado por eritrocitos. El
extracto parece tener un efecto vasodilatador, ya que en el tejido puede
observarse que los vasos sanguineos estan dilatados. Se observa poca
congestion en el 6rgano (presencia de eritrocitos en los vasos sanguineos) y son

evidentes las células binucleadas y células de Kupffer (Figura 16).

Bazo. En el caso del tejido de bazo, se observa abundancia de meagacariocitos y
el efecto de estimulacién mitética sobre dicho 6rgano, cuyo incremento es muy
evidente, también hay células de megacariocitos con dos nucleos en un solo
citoplasma. Esto resulta particularmente interesante, ya que podria interpretarse
como un efecto inmuno-estimulante, sin embargo, se requiere de otros analisis

para corroborar lo aqui observado (Figura 17).

Pulmon. En las fotomicrografias de los cortes de tejido pulmonar, se observa que
la estructura alveolar sufri6 dafio, ademas la presencia de eritrocitos en
abundancia en el tejido pulmonar evidencia que el ratbn muridé por congestion
arterial (vasodilatacion). Este ultimo efecto resulta interesante, ya que sugiere que

el extracto posee efectos sobre el sistema cardiovascular (Figura 18).
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A

Figura 16. Fotomicrografia de higado de raton. (A) Control. (B) Después del
tratamiento con 5.62 g/kg i.p. del extracto de hexano de las hojas de Calophyllum
brasiliense de la colecta Soconusco (X40 y X100). Observe que la arquitectura
esta conservada, pero los vasos sanguineos estan dilatados. Hepatocito (H),

hepatocito binucleado (Hb, *), nucleo (n), eritrocitos (e), células endoteliales (ec) y

células de Kupffer (Kc, *).
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Figura 17. Fotomicrografia de bazo de ratén. (A) Control. (B) Después del
tratamiento con 5.62 g/kg i.p. del extracto de hexano de las hojas de Calophyllum
brasiliense de la colecta Soconusco (X40). Observe que el numero de
megacariocitos (MK, *) se incrementa (C y D, zoom X100 de B) mostrando
megacariocitos que se han dividido; también hay células con dos ndcleos en un

solo citoplasma (flecha). Tejido linfoide (L).
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Figura 18. Fotomicrografia de pulmén de ratéon. (A) Control. (B) Después del
tratamiento con 5.62 g/kg i.p. del extracto de hexano de las hojas de Calophyllum
brasiliense de la colecta Soconusco (X40). Observe que los vasos sanguineos

estan congestionados y muestran ruptura alveolar (flecha).
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7.2. Caracterizacion quimica

7.2.1. Comparacion entre las colectas de Chiapas por CCFy CLAR

Los extractos de hexano de las hojas de Calophyllum brasiliense de las colectas
de Chiapas fueron analizados por cromatografia, y se compararon con los
extractos de hexano de hojas de los quimiotipos 1 y 2 (Veracruz) previamente
reportados. Se observaron diferencias en los patrones cromatograficos en capa
fina de ambas colectas comparadas con el QTP1, pero presentaron cierta similitud
con el QTP2. Con radiacién UV de onda corta (A= 254 nm) se observé la presencia
de acido apetalico (Rf ~ 0. 35) en ambas colectas de Chiapas, el cual es un
compuesto caracteristico y muy abundante en el QTP2, pero este compuesto no
se observa en el QTP1 (Figura 19A). Con radiacion UV de onda larga (A= 366 nm)
las colectas de Chiapas mostraron un patrén cromatogréafico diferente al QTP1, ya
gue no se observa la presencia de mammea A/BA + A/BB (Rf ~ 0. 5)
caracteristicas de este quimiotipo (Figura 19B). Al revelar con sulfato cerico, se
observa la presencia de triterpenos, friedelina (Rf ~ 0. 8) y canofilol (Rf ~ 0. 4),
tanto en las colectas de Chiapas como en los QTP s (Figura 19C). En general, los
patrones cromatograficos de las colectas del Soconusco y Selva fueron diferentes

al que presentaron los quimiotipos 1y 2.
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QTP1 QTP2 SC QTP1 QTP2 SC SV

Figura 19. Cromatofolios de los extractos de hexano de hojas de Calophyllum
brasiliense, observados con luz UV (A) A= 254 nm, (B) A= 366 nm, y (C) revelado
con sulfato cerico 1% en acido sulfarico 2N. 1-Mammeas, 2-Acido apetalico, 3-
Calandlido B, 4-Candfilol, 5-Friedelina, QTP 1 y 2-Quimiotipo 1 y 2, SC-Colecta

Soconusco y SV-Colecta Selva.

Los cromatogramas obtenidos por CLAR (Figura 20) indican y corroboran que
existen diferencias cualitativas y cuantitativas entre la composicion de ambas
colectas de Chiapas, respecto de los QTP’s 1 y 2. Como se observa en los
cromatogramas, el acido apetélico esta presente tanto en las dos colectas de
Chiapas, como en los QTP’s. El calandlido C esta presente solo en las colectas de
Chiapas y el QTP2, mientras que el calandlido B se detectd sélo en la colecta
Soconusco y el QTP2. Este perfil fue empleado para determinar el contenido de

los compuestos en cada uno de los extractos.
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Figura 20. Cromatogramas de los extractos de hexano de las hojas de
Calophyllum brasiliense de las colectas de Chiapas (Soconusco= SC y Selva=
SV), y los quimiotipos (QTP1 y QTP2). (1) Calandlido B, (2) Calandlido C y (3)
Acido Apetalico.
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7.2.2. Columna I. Cromatografia en columna fase normal

7.2.2.1. Composicion de las fracciones F1y F2-41

De las fracciones F1 y F2-41 analizadas por CG-EM se identificaron usando la
base de datos de NIST tentativamente 14 compuestos en total (Tabla 9). El
escualeno esta presente en ambas fracciones. En la fraccion F1 (liquido oleoso,
amarillo) se identificaron 9 compuestos, siendo los mayoritarios el escualeno y el
eudesma-4(14),11-dieno (Figura 21). Mientras que en la fraccion F2-41 (liquido
oleoso, naranja) se identificaron 9 compuestos, de los cuales, el escualeno y
estigmastan-3.5-dieno son los compuestos mayoritarios (Figura 22). También se
identificaron el epdxido de escualeno (oxirano), y un derivado bromado de un

tetracosano.

Tabla 9. Compuestos de las fracciones F1 y F2-41 (Columna I)

Compuesto tr  %FS
F1 Copaeno 16.29 139
Eudesma-4(14),11-dieno 18.13 32.7
2(1H) Naftalenona 2193 5.2
Escualeno 3342 883
Epoxido de Escualeno (Oxirano) 34.48 53.7
6,10,14,18,22-Tetracosapentaen-2-ol,3-bromo-2,6,10,15,19,23-hexametil 3444 414
D:A-Friedooleanan-7-ol,(7a) 3557 58
Tetracosa-2,6,10,14,18-pentaen-22-0l,2,6,10,15,19,23-hexametil-23-metoxi  36.15 6.2

F 2-41 Oxido de cariofileno 194 6
Acido tetradecanoico (miristico) 2176 6.1
Metil ester del acido hexadecanoico 238 1.7
Acido hexadecanoico (palmitico) 2432 85
4,8,12,16-tetrametilneptadecan-4-olido 28,69 7.9
Escualeno 33.16 49.1
34.28 38.2
Estigmastan-3.5-dieno 35.65 10.4

tr=tiempo de retencion, FS= Factor de similitud
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Figura 21. Cromatograma de la fraccion F1 (Columna ).
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Figura 22. Cromatograma de la fraccion F2-41 (Columna ).
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7.2.2.2. Triterpenos

El precipitado formado durante la rota-evaporacion del extracto de hexano y en las
fracciones F28-29, F30-34, F42-46, FA7-51 y F52-59, asi como en la fraccion F24-
27, de acuerdo a los datos experimentales obtenidos aqui (RO, RMN *Hy *C, IR
y EM) y comparados con lo reportado en la literatura (Vigar y Atta-ur-Rahman,
1994), son dos triterpenos de la familia de los friedelanos, canofilol (Figura 23) y
friedelina (Figura 24). La principal sefal diagndstica para diferenciarlos en el
espectro de RMN 'H y 3C se observa en el hidrégeno H28 y el carbono C28,
cuyos desplazamientos quimicos son 3.63 ppm y 32.089 ppm para canofilol, y
1.181 ppm y 32.089 ppm para friedelina. Mientras que en el espectro de IR es la
presencia de la banda 3542 cm™ correspondiente al OH, la cual esta presente
para canofilol, pero ausente para friedelina. La asignaciéon de los H y C que
permitié diferenciar a cada compuesto fue apoyada por los experimentos DEPT, y
de correlacion HETCOR y HSQC (ver anexos para los espectros). Adicionalmente,

el PM y la RO de cada compuesto son diferentes.

Canofilol. Precipitado blanco. P.f. 279-284 °C. IR (KBr) Vma(cm™): 3542 (O-H),

2935, 2867 (C-H), 1708 (C=0), 1461, 1387 (C-C), 1051 (C-O). [a]p®: -18° (c=1
mg/ml, CHCl3). EM-IE m/z (% intensidad): 442 [M]+ (1), 411 (43), 273 (58), 137

(100) para la férmula molecular C3gHs002, PM=442.
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RMN-*H (300 MHz, CDCI3/TMS) 8 (ppm): 3.63 (3H, s, H-28), 2.37 (2H, dd, J= 2.1
Hz, 5.4 Hz, H-2), 2.24 (1H, ¢, J= 6.3 Hz, H-4), 1.96 (2H, dd, J= 4.95 Hz, H-1), 1.85
(1H, dd, J= 4.2, 13.2 Hz, H-16), 1.75 (1H, dd, J= 3, 11.1 Hz, H-6), 1.54 (1H, dd, J=
2.7, 12.9 Hz, H-10), 1.46 (2H, dd, J= 3.3, 9 Hz, H-7), 1.4 (1H, dd, J= 1.8, 5.7 Hz,
H-8), 1.32 (1H, dd, J= 6, 11.7 Hz, H-18), 1.3 (2H, d, J= 5.7 Hz, H-22), 1.25 (1H, dd,
J= 4.8, 6.6 Hz, H-6), 1.19 (1H, dd, J= 3.3, 8.7 Hz, H-11), 1.13 (3H, s, H-27), 0.99
(3H, s, H-29), 0.98 (3H, s, H-30), 0.91 (3H, s, H-26), 0.88 (3H, d, J= 6.3 Hz, H-23),

0.87 (3H, s, H-25), 0.72 (3H, s, H-24).

RMN-*3C (125 MHz, CDCI3/TMS) 8 (ppm): 212.99 (C=0), 68.01 (C-28), 59.49 (C-
10), 58.21 (C-4), 52.48 (C-8), 42.07 (C-5), 41.47 (C-2), 41.24 (C-6), 39.44 (C-18),
39.36 (C-13), 38.13 (C-14), 37.45(C-9), 35.42 (C-11), 35.15 (C-17), 34.49 (C-19),
34.24 (C-29), 33.36 (C-22), 32.82 (C-30), 31.39 (C-21), 31.26 (C-15), 30.08 (C-
12), 29.1 (C-16), 28.13 (C-20), 22.24 (C-1), 19.17 (C-27), 19.05 (C-26), 18.22(C-

7), 18.04 (C-25), 14.64 (C-24), 6.78 (C-23).

Friedelina. Precipitado blanco. P.f. 249-254 °C. IR (CHCI3) Vmax(cm-1): 2943.16

(C-H), 1704.10 (C=0), 1457.44, 1387.99 (C-C). [a]o®>: -27° (c= 1mg/ml, CHCly).
EM-IE m/z (% intensidad): 426 [M]+ (20), 411 (15), 302 (20), 273(45), 205(45),

123(80), 109(88), 95 (100), para la formula molecular C3oHsc0, PM=426.
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RMN-*H (500 MHz, CDCI3/TMS) 8 (ppm): 2.393 (1H, m, H-2b), 2.305 (1H, m, H-
2a), 2.25 (1H, ¢, J= 7 Hz, H-4), 1.966 (1H, m, H-1a), 1.686 (1H, m, H-1b), 1.57 (1H,
dd, J= 5.5, 11 Hz, H-18), 1.519 (1H, dd, J= 2.5, 5.5 Hz, H-10), 1.397 (1H, dd, J= 4,
9.5 Hz, H-8), 1.204 (1H ,dd, J= 5, 17.5 Hz, H-19a), 1.181 (3H, s, H-28), 1.05 (3H,
s, H-27), 1.008 (3H, s, H-26), 1.001 ( 3H, s, H-30), 0.954 (3H, s, H-29), 0.878 (3H,

d, J= 7 Hz, H-23), 0.871 (3H, s, H-25), 0.725 (3H, s, H-24).

RMN-®C (125 MHz, CDCI3/TMS) & (ppm): 213.017(C=0), 59.517(C10),
58.235(C4), 53.116(C8), 42.833(C18), 42.123(C5), 41,508(C2), 41.317(C6),
39.713(C13), 39.252(C22), 38.314(C14), 37.465(C9), 36.029(C16), 35.641(C11),
35.348(C19), 35.004(C29), 32.800(C21), 32.441(C15), 32.089(C28), 31.782(C30),
30.507(C12), 30.002(C17), 28.156(C20), 22.268(C1), 20.239(C26), 18.635(C27),

18.24(C7), 17.932(C25), 14.644(C24), 6.793(C23).

Los compuestos canofilol y la friedelina también han sido reportados tanto para el
quimiotipol (Reyes-Chilpa et al., 2004), como para el quimiotipo 2 (Huerta-Reyes
et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c), y son los compuestos mas abundantes de

las hojas de C. brasiliense colectadas en México.
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Instituto de Quimica. UNAM (H.Rios)
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Figura 23. Espectro de RMN *H de canofilol.
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Figura 24. Espectro de RMN *H de friedelina.
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7.2.3. Columna ll. Cromatografia en columna de fase reversa

Las fracciones FR5, FR6, FR7 y FR8 fueron analizadas por RMN 'H. En los
espectros se observaron desplazamientos quimicos correspondientes a una
mezcla de la cromanona: acido apetalico y dipiranocoumarinas. Para el primer
compuesto se observé una sefial caracteristica correspondiente al hidrogeno del
grupo carboxilo COOH (6= 12.6 ppm), los hidrégenos vinilicos H6 (6= 6.6 ppm) y
H7 (6=5.4 ppm), y H24 (6= 0.86 ppm) (Figura 25); para los calandlidos e inofilums,
se observaron las sefiales caracteristicas como de los hidrégenos vinilicos H8
(6=6.6 ppm), H3 (8=5.9 ppm), y H7 (6=5.5 ppm), asi como los hidrégenos del
sustituyente prenilo en C-4, H13 (6=2.8 ppm), H14 (6=1.6 ppm) y H15 (6= 0.93
ppm) para calanolidos, y los H-aromaticos H14, H15, H16 (6=7.44-7.37 ppm), H17
y H18 (6=7.32-7.3 ppm) en el caso de inofilums (Figura 25 y 26). Los
desplazamientos quimicos de los hidrégenos H10, H12, H19 y H20 son sefiales
similares en ambos tipos de compuestos. Adicionalmente, el espectro de RMN C**
de la fraccion FR7 (Figura 27) presenta sefiales correspondientes a una mezcla de
dipiranocoumarinas que difieren en sus sustituyentes en C4. Al examinar los
desplazamientos quimicos con base en estas sefales, se pudo establecer que se
trataba de una mezcla de inofilums y calanolidos. En el primer caso se observaron
las sefiales de los C-aromaticos (C13-18). En el segundo, se observaron las
sefales de los carbonos de un grupo propilo (C13-15). Los espectros DEPT,
COSY y HETCOR de esta fraccion apoyaron la determinacion de que se trataba

de una mezcla de estos dos tipos de compuestos.
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Instituto de Quimics. UMAM (H.Rios)
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Figura 25. Espectro de RMN *H de la fraccion FR5 (acido apetalico, inofilum y calanélido*)
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Figura 26. Espectro de RMN *H de la fraccién FR7 (inofilum y calanélido*)
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7.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)

7.2.4.1. Cromanonas

De la sub-fraccion SF4-6 se identific6 un compuesto, el cual de acuerdo a los
datos experimentales obtenidos por RMN 'H (Figura 28, ver anexos para
ampliacion del espectro) y comparados con lo reportado en la literatura (Huerta-
Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c) es la cromanona: &cido apetélico. La
sefal caracteristica que indicé la presencia de este compuesto fue el hidrégeno

del carboxilo COOH (o: 12.61 ppm).

Los protones de un metilo y un metino acoplados, localizados en las posiciones 15
y 2, fueron indicados por una sefial doble en 1.38 ppm (3H, J= 6.6 Hz) y una sefial
multiple entre 4.606-4.502 ppm (1H), respectivamente. Un sistema similar se
observé para los hidrégenos del metilo 16 y metino 3, los cuales fueron indicados
mediante la sefial 1.17 ppm (3H, J= 7.5 Hz) y un cuadruple de dobles en 2.52 ppm

(1H, J= 3.3, 6.15 Hz), respectivamente.

La presencia de los dos hidrogenos olefinicos del anillo dimetilpirano fue indicada
por dos sefiales dobles en 6.54 ppm (H6) y 5.45 ppm (H7), con una Js;=10.2 Hz
gue indica una orientacion cis. Asi como por los desplazamientos quimicos 1.44
ppm y 1.42 ppm de los metilos geminales H17 y H18, respectivamente. Las
sefales correspondientes a los multipletes de los metilenos entre 1.654-1.517 ppm
asignadas para H23, 1.654-1.517 ppm para H22 y 2.037-1.811 ppm para H22’, y

una sefial triple correspondiente a los hidrogenos H24 del metilo en 0.86 ppm, asi
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como la sefial doble de doble en 2.81 y 2.75 ppm de los hidrégenos H20, H20’, y
un multiplete observado entre 3.764-3.662 para el H19, permitieron identificar una

cadena alifatica similar al acido hexanoico como sustituyente en C4.

Acido apetélico. Aceite café. RMN-'H (300 MHz, CDCI3/TMS) & (ppm): 12.61
(1H, s, COOH), 6.54 (1H, d, J=10.2 Hz, H6), 5.45 (1H, d, J=10.2 Hz, H7), 4.606-
4502 (1H, m, H2), 3.764-3.662 (1H, m, H19), 2.81 (1H, dd, J=7.2, 15.9 Hz,
H20),2.75 (1H, dd, J=7.3,15.45 Hz, H20’), 2.52 (1H, cd, J=3.3, 6.15 Hz, H3),
2.037-1.811 (1H, m, H22’), 1.654-1.517 (1H, m, H22), 1.44 (3H, s, H17), 1.42 (3H,
s, H18), 1.38 (3H, d, J=6.6 Hz, H15), 1.216-1.113 (2H, m, H23), 1.17 (3H, d, J=7.5

Hz, H16), 0.86 (3H, t, J=7.35 Hz, H24).

Este compuesto se ha aislado previamente en poblaciones de C. brasiliense
quimiotipo 2 de México (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c). Este
compuesto puede ser considerado como un quimio-marcador junto a las
dipiranocoumarinas para identificar y diferenciar a los quimiotipos previamente

descritos de las poblaciones de C. brasiliense en México.
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7.2.4.2. Dipiranocoumarinas tetraciclicas

En la sub-fraccién SF4-7 de acuerdo a los datos experimentales obtenidos por RMN *H
y comparados con lo reportado en la literatura (Huerta-Reyes et al, 2004b y Huerta-
Reyes, 2004 c) (Figura 29, ver anexos para ampliacion del espectro) se identificd una
mezcla de las dipiranocoumarinas: calandlidos A, B y C (isbmeros). Las principales
sefales que permitieron diferenciar y determinar que se trataba de estos calandlidos
fueron el cuadruple de dobles del hidrogeno H10 cuyos desplazamientos quimicos son
3.92 ppm para calanolido A, 4.39 ppm para calandlido C y 4.26 ppm para calanélido B.
El hidrogeno H11, el cual se observd como multiplete entre 1.964-1.886 ppm para
calandlido A, 2.302-2.249 ppm para calandlido B y C. Otra sefial importante que
permitié diferenciar a los tres calanolidos fueron el doblete del hidrogeno H12, cuyo
carbono soporta al sustituyente OH, en 4.72 ppm (J= 7.8 Hz) para calandlido A, 4.98
ppm para calanélido B (J= 3 Hz) y 5.09 ppm (J= 5.4 Hz) para calandlido C. Y
finalmente, los hidrégenos de los metilos H16 y H17 con un desplazamiento quimico en

1.51, 1.49y 1.48 ppm, respectivamente.

Las sefiales de los hidrégenos H18 y H19 fueron los dobletes 1.46 y 1.44 ppm para
calandlido A, 1.41 y 1.43 ppm para calandlido B, 1.41 y 1.14 ppm para calanélido C. El
sustituyente propilo en C4 fue evidenciado por las sefiales de los hidrogenos de los
metilenos, los cuales se observaron como multipletes entre 1.716-1.594 ppm para H14
y H14’)y 2.992-2.794 ppm para H13 y H13’, respectivamente. Los hidrégenos del metilo
H15 se observaron como una sefial triple en 1.03 ppm con una J= 7.2 Hz. También se

dedujo la presencia del anillo gem dimetilpirano (anillo C) por las sefiales dobles de los
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hidrogenos vinilicos H7 y H8 en 5.54 ppm y 6.62 ppm, respectivamente. La constante
de acoplamiento de estos hidrogenos (J7.s= 9.9 Hz) indica que presentan orientacion
cis. Estos compuestos han sido descritos con potente actividad anti TR VIH-1 (Kashman

et al., 1992, Huerta-Reyes et al., 2004 b y Huerta-Reyes, 2004c).

(+)-Calanélido A. Aceite amarillo. RMN-'H (300 MHz, CDCI3/TMS) & (ppm): 6.62 (1H,
d, J=9.9 Hz, H8), 5.94 (1H, s, H3), 5.54 (1H, d, J=9.9 Hz, H7), 4.72 (1H, d, J=7.8 Hz,
H12), 3.92 (1H, dc, J=6.3, 9.15 Hz, H10), 2.992-2.794 (2H, m, H13, H13’), 1.964-1.886
(1H, m, H11), 1.716-1.594 (2H, m, H14, 14), 1.561 (6H, s, H16 y 17), 1.46 (3H, d, J=6.3

Hz, H18), 1.44 (3H, d, J=7.5 Hz, H19), 1.03 (3H, t, J=7.2 Hz, H15).

(-)Calanélido B o Costatélido. Aceite amarillo. RMN-*H (300 MHz, CDCIly/TMS) o
(ppm): 6.63 (1H, d, J=10.2 Hz, H8), 5.94 (1H, s, H3), 5.53 (1H, d, J=10.2 Hz, H7), 4.98
(1H, d, J=3 Hz, H12), 4.381 (1H, dc, J=3.3, 6.6 Hz, H10), 2.992-2.794 (2H, m, H13,
H13’), 2.302-2.247 (1H, m, H11), 1.716-1.594 (2H, m, H14, 14’), 1.49 (6H, s, H16 y 17),

1.41 (3H, d, J=6.9 Hz, H18), 1.43 (3H, d, J=6.6 Hz, H19), 1.03 (3H, t, J=7.2 Hz, H15).

(-)-Calandlido C. Aceite amarillo. RMN-*H (300 MHz, CDCI3/TMS) 8 (ppm): 6.63 (1H,
d, J=9.9 Hz, H8), 5.94 (1H, s, H3), 5.54 (1H, d, J=9.9 Hz, H7), 5.09 (1H, d, J=5.4 Hz,
H12), 4.4 (1H, dc, J=3.3, 6.9 Hz, H10), 2.992-2.794 (2H, m, H13, H13), 2.302-2.249
(1H, m, H11), 1.716-1.594 (2H, m, H14, 14’), 1.48 (6H, s, H16 y 17), 1.41 (3H, d, J=6.9

Hz, H18), 1.14 (3H, d, J=7.2, H19), 1.03 (3H, t, J=7.2 Hz, H15).
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De la sub-fraccion SF5-8 se identificO un compuesto, el cual de acuerdo a los datos
experimentales obtenidos (RO, RMN *H y *3*C, y EM) y comparados con lo reportado en
la literatura corresponden con un derivado metoxilado de la dipiranocoumarina
tetraciclica, (-)-calandlido B, denominado: 12-metoxi-(-)-calanélido B (Figuras 30-34). Un

derivado similar, 12-metoxi-(+)-calandlido B, fue descrito por Kashman et al. (1992).

Los datos de RMN *H y *3C fueron practicamente idénticos a los registrados para el
esqueleto de (-)-calandlido B (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c) con la
adicion de la principal sefal diagnéstica (OCH3) como un singulete, los cuales se
encontraron a 3.56 ppm para los hidrégenos H20 y el carbono C20 a 57.04 ppm.
Ademas las correlaciones observadas a tres enlaces de distancia en el espectro de
HMBC entre los hidrogenos del metoxilo H20 con el C12 y del hidrégeno H12 con el

carbono del metoxilo C20, confirmaron que se trataba de este derivado.

El sustituyente propilo en C4 fue evidenciado por las sefiales de los hidrégenos de los
metilenos, los cuales se observaron como multipletes entre 1.68-1.61 ppm y 1.56-1.52
ppm para H14 y H14’, respectivamente, y 2.96-2.81 ppm para H13 y H13’,
respectivamente. Los hidrégenos del metilo H15 se observaron como una sefal triple en
1.03 ppm con una J=7.5 Hz. También se observaron las sefiales del anillo gem
dimetilpirano (anillo C), cuya presencia fue indicada por las sefales dobles de los
hidrogenos vinilicos H7 y H8 cuyos desplazamientos quimicos se encuentran en 5.52
ppm y 6.64 ppm, respectivamente; la constante de acoplamiento J;.g= 10 Hz, indica que

estdn en orientacién cis. En el espectro de RMNC los carbonos vinilicos se
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observaron a 126.63 ppm y 116.60 ppm, respectivamente. La sefial simple del
hidrégeno vinilico H3 del anillo piranona (anillo B) se observo en 5.96 ppm y para el

carbono C3 en 110.35 ppm.

La presencia del otro anillo dimetildihidropirano (anillo D), fue determinada por las
sefales dobles de cuartetos en 4.49 ppm asignada al hidrégeno H10 con una J=2y 6.5
Hz; dicho H est& acoplado al metilo H18, observado como una sefial doble de doble en
1.42 ppm con una J= 4.5y 6.5 Hz; asi como el hidrégeno H11, el que aparece como
una sefial multiple entre 2.10-2.01 ppm. Los hidrogenos del metilo H19 estan acoplados
al H11, mostrando un doblete en 0.77 ppm con J= 7 Hz; el hidrégeno H12 se observé
acoplado al H11 como una sefial doble en 4.40 ppm y una J= 2.5 Hz. Finalmente, las
correlaciones establecidas con el experimento HMBC permitieron establecer la posicion
angular del anillo gem dimetilpirano, por los acoplamientos a dos enlaces de distancia
de H7 con C8a y C6, de H8 con C4b y C6. Asi como, la del anillo de piranona por el
acoplamiento entre H3 con C2 (C=0) a dos enlaces, y con C4a y C13 a tres enlaces de

distancia.

La asignacion de las sefales de H y C que permitid determinar que se trataba de un
derivado de (-)-calandlido B fue apoyada por los espectros DEPT y de correlacion
HSQC y HMBC (ver anexos). Adicionalmente, el peso molecular del compuesto se vio
incrementado en 15 unidades debido al metoxilo (OCH3), observandose el ion 384 [M]+

(35 %) correspondiente con el peso molecular del 12-metoxi-(-)-calanélido B; ademas
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una sefial del ion [M]+ en 370 (30 %) correspondiente con el peso molecular del

calandlido B (Figura 34).

12-Metoxi-(-)-Calanélido B o 12-Metoxi-Costatélido. Aceite amarillo. [ajp™: -16 (c=
2.5 mg/ml, CHCI3). EM-IE m/z (% intensidad): 385[M+H]+ (20), 384 [M]+ (35), 371 (13),

370 (30) 369 (100), 353 (45), 337 (55), 208 (40), 151 (23), 57 (27).

RMN-'H (300 MHz, CDCIy/TMS) 8 (ppm): 6.64 (1H, d, J=10 Hz, H8), 5.96 (1H, s, H3),
5.52 (1H, d, J=10 Hz, H7), 5.09 (1H, d, J=5.1 Hz, H12), 4.49 (1H, dc, J=2, 6.5 Hz, H10),
3.56 (3H,s,H20 (OCHs)), 2.96-2.79 (2H, m, H13, 13), 2.09-2.02 (1H, m, H11), 1.68-1.59
(2H, m, H14, 14, 1.47 (3H, s, H16), 1.49 (3H, s, 17), 1.42 (3H, d, J=6.5 Hz, H18), 1.0

(3H, t, J=7.5 Hz, H15), 0.77 (3H, d, J=7 Hz, H19).

RMN-'3C (125 MHz, CDCIy/TMS) 8 (ppm): 160.86 (C-2, C=0), 158.3 (C-4), 153.0
(C12b), 151.5 (C-4b), 126.6 (C-7, CH), 116.6 (C-8, CH), 110.7 (C-3, CH), 110.4 (C8b),
105.9 (C-12a), 103.9 (C8a), 101.9 (C-4a), 77.7 (C6), 73.4 (C-12, CH), 70.9 (C-10, CH),
57.0 (C-20, OCHs), 38.6 (C-13, CH,), 33.8 (C-11, CH), 27.9 (C-17, CHs), 27.7 (C-16,

CHs), 23.2 (C-14, CH,), 17.8 (C18, CHs), 13.9 (C-15, CH3), 9.0 (C-19, CHa).
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De la sub-fraccion SF2-7 (ver anexos para espectro) y SF6-7 se aislé una mezcla
de dos compuestos, los cuales de acuerdo a los datos experimentales obtenidos
(RO, RMN 'H y *3C, y EM) y comparados con lo reportado en la literatura
correspondieron con la dipiranocoumarina tetraciclica: (+)-inofilum P (Patil et al.,
1993) y su derivado 12-metoxi-(+)-inofilum P (Figuras 35-39). Este compuesto
difiere de los calandlidos por presentar un sustituyente fenilo en lugar del propilo
en el carbono C4. El anillo aromatico fue evidenciado en el espectro de RMN *H
por una sefial multiple entre 7.38-7.35 ppm para los hidrégenos H15, H16 y H17 y
otra en 7.25-7.22 ppm para H14 y H18; mientras que en el espectro de RMN**C
aparecieron tres sefiales, una en 127.5 ppm para los carbonos C15y C17, 127.4
ppm para C16 y 127.10 ppm para C1l4 y C18. La presencia del anillo gem
dimetilpirano (anillo C) se determin6 por las sefiales dobles de los hidrogenos
vinilicos H8 y H7, cuyos desplazamientos quimicos estan en 6.53 ppm y 5.36 ppm,
respectivamente, su constante de acoplamiento J7.s= 10 Hz, indica que estan en
posicion cis. En el espectro de RMN*C, los carbonos se observaron a 127.60 ppm

y 116.10 ppm, respectivamente.

La presencia de otro anillo dimetildihidropirano (anillo D), fue determinada por los
protones de un metilo y un metino acoplados, localizados en las posiciones H21 y
H10, los cuales fueron indicados por una sefial doble en 1.43 ppm (3H, J= 6.5 Hz)
y una sefial cuadruple doble entre 4.41 ppm (1H, J= 3.3 y 6.5 Hz),

respectivamente. Un sistema similar se observo para los hidrégenos del metilo
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H22 y metino H11, los cuales fueron indicados mediante la sefial 1.17 ppm (3H, J=
7.5 Hz) y un multiplete entre 2.33-2.27 ppm (1H), respectivamente. La constante
de acoplamiento entre los hidrogenos H10 y H11, fue Jio.11= 3.3 Hz. El hidrégeno
H11 se acopla ademas al H12, cuyo desplazamiento quimico es 5.158 ppm con
una J= 5.5 Hz. La presencia del anillo de piranona (anillo B) fue determinado por
la sefial del hidrégeno vinilico H3 en 5.95 ppm y para el carbono C3 en 112.12
ppm. Finalmente, las correlaciones establecidas con el experimento HMBC
permitieron establecer la posicion angular del anillo gem dimetilpirano, por los
acoplamientos a dos enlaces de distancia de H7 con C8a y C6, de H8 con C4b,
C6, y C8b. Asi como, la del anillo de piranona por el acoplamiento entre H3 con

C2 (C=0) a dos enlaces, y con C4a y C13 a tres enlaces de distancia.

La asignaciéon de las sefiales fue soportada por los experimentos DEPT, HSQC y
HMBC (ver anexos). Adicionalmente, se observd una sefial del ion 404 [M]+ (30
%) correspondiente con el peso molecular del inofilum P (Figura 39). La RO no
sufrié gran alteracion debido a la mezcla con el derivado y fue similar al reportado

en literatura.

(+)-Inofilum P. Aceite amarillo. EM-IE m/z (% intensidad): 405 [M+H]+ (5), 404
[M]+ (30),403 [M-H]+ (85), 385 (35), 371 (100). [aJp*®: +30.8 (c= 4.35 mg/ml,

CHCI3).
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RMN-*H (500 MHz, CDCI3/TMS) & (ppm): 7.38-7.36 (3H, m, H-15, H-16 y H-17),
7.25-7.23 (2H, m, H-14 y H-18), 6.53 (1H, d, J= 10.5 Hz, H-8), 5.95 (1H, s, H-3),
5.36 (1H, d, J= 10 Hz, H-7), 5.16 (1H, d, J= 5.5 Hz, H-12,), 4.41 (1H, dc, J= 3.5,
6.5 Hz, H-10), 3.21 (1H, s amplia OH), 2.33-2.27 (1H, m, H-11), 1.43 (3H, d, J= 6.5

Hz, H-21), 1.17 (3H, d, J= 7 Hz, H-22), 0.95 (3H, s, H-20), 0.93 (3H, s, H-19).

RMN-3C (125 MHz, CDCI3/TMS) & (ppm): 160.2 (C-2, C=0), 156.4 (C-4), 152.7
(C-12b), 153.9 (C-8b), 151.1 (C-4b), 140.2 (C-13), 127.6 (C-7, CH), 127.5 (C-15,
C-17, CH aromatico), 127.4 (C-16, CH aromético), 127.1 (C-14, C-18, CH
aromatico), 116.1 (C-8, CH), 111.6 (C-3, CH), 105.9 (C-8a), 103.4 (C-4a) 77.7 (C-
6), 75.9 (C-10, CH), 63.2 (C-12, CH), 35.7 (C-11, CH), 26.9 (C-19, CHa), 26.8

(C20, CHs), 16.2 (C-21, CHag), 9.5 (C-22, CHy).

Las diferencias observadas entre (+)-inofilum P y su derivado, 12-metoxi-(+)-
inofilum P, en el espectro RMN *H y *3C, se encontraron principalmente en los
desplazamientos quimicos de los hidrogenos H3, H7, H8, H10, H11y H12, y los
carbonos C2 (C=0), C3, C8a, C10, C11, C12, C21 y C22 (Figuras 35-39). La
principal sefial diagnostica que permitio determinar que se trataba del derivado fue
la presencia de los hidrogenos del metilo y carbono del sustituyente metoxilo
(OCH3), cuyo desplazamiento fue 3.6 ppm para H23 y 63.15 ppm para C23,
respectivamente. Ademas, se observo la correlacion en el espectro HMBC a tres

enlaces de distancia entre los hidrégenos del metoxilo H23 con el C12 y del
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hidrogeno H12 con el carbono del metoxilo C23. La asignacion de los H 'y C que
permitié diferenciar a cada compuesto fue apoyada por los espectros DEPT y de
correlacion HSQC y HMBC (ver anexos). Adicionalmente, el peso molecular se vio
incrementado en 15 unidades, observandose un ion en 418 [M]+ (30 %) debido al

metoxilo (Figura 39).

12-Metoxi-(+)-Inofilum P: Aceite amarillo. EM-IE m/z (% intensidad): 419 [M+H]+
(15), 418 [M]+ (30), 404 (5), 403 (85), 385 (35), 371 (100). [a]p™: +30.8 (c= 4.35

mg/ml, CHCI3).

RMN-*H (500 MHz, CDCI3/TMS) 8 (ppm): 7.38-7.36 (3H, m, H-15, H-16 y H-17),
7.25-7.223 (2H, m, H-14 y H-18), 6.54 (1H, d, J= 10 Hz, H-8), 5.97 (1H, s, H-3),
5.34 (1H, d, J= 9.5 Hz, H-7), 4.46 (1H, d, J= 2 Hz, H-12,), 4.53 (1H, cd, J= 2, 7 Hz,
H-10), 3.6 (3H, s,H23 (OCHg)), 2.12-2.09 (1H, m, H-11), 1.43 (3H, d, J= 6.5 Hz, H-

21), 0.77 (3H, d, J= 7.5 Hz, H-22), 0.94 (3H, s, H-20), 0.92 (3H, s, H-19).

RMN-3C (125 MHz, CDCI3/TMS) 8 (ppm): 160.47 (C-2, C=0), 156 (C-4), 153.97
(C-12b), 152.7 (C-8b), 151.1 (C-4b), 140.2 (C-13), 127.6 (C-7, CH), 127.5 (C-15,
C-17, CH aromatico), 127.4 (C-16, CH aromatico), 127.1 (C-14, C-18, CH
aromatico), 116.01 (C-8, CH), 112.11 (C-3, CH), 105.9 (C-8a), 103.4 (C-4a) 77.7
(C-6), 70.99 (C-10, CH), 73.41 (C-12, CH), 33.79 (C-11, CH), 26.97 (C-20, CHa)

26.89 (C-19, CHg), 17.74 (C-21, CHs), 9.06 (C-22, CHs), 57.05 (C-23, CHa, OCHg).
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Figura 35. Espectro de RMN *H del (+)-inofilum P y 12-metoxi-(+)-inofilum P*,
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Figura 36. Espectro de RMN 3C del (+)-inofilum P y 12-metoxi-(+)-inofilum P*.
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Figura 37. Espectro de RMN *H-*C -Experimento HSQC- del (+)-inofilum P y 12-metoxi-(+)-inofilum P*.
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Figura 38. Espectro de RMN *H-'3C -Experimento HMBC- del (+)-inofilum P y 12-metoxi-(+)-inofilum P*.
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124



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral ( VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

7.2.4.3. Coumarinas triciclicas

En la sub-fraccion SF4-5 (Figura 40, ver anexos para ampliacion de espectro) se
identificd la coumarina triciclica, 5-metoxi-2,2-dimetill-6-(2-metil-1-oxo-2-butenil)-
10-propil-2H, 8H-benzo [1,2b;3,4-b’] dipiran-8-ona, denominada trivialmente como
GUT-70 mezclado con la cromanona, acido apetalico. La coumarina, GUT-70,
presenta un grupo metoxilo (H20, OCH3), cuyo desplazamiento quimico es 6= 3.75
ppm. Ademas del H10 cuya seial es un triplete en 6= 6.47 ppm, el H18 y H19 en
1.19 y 1.45 ppm, respectivamente, las cuales nos indicaron que el anillo
dimetildihidropirano no estaba formado. Los datos de RMN *H fueron comparados
con lo reportado en la literatura. La presencia del anillo gem dimetilpirano (anillo C)
se determind por las sefiales dobles de los hidrégenos vinilicos H8 y H7, cuyos
desplazamientos quimicos estan en 6.48 ppm y 5.58 ppm, respectivamente; su
constante de acoplamiento promedio J;g= 9.5 Hz, indica que estan en posiciéon
cis. La presencia de otro anillo de piranona (anillo B) fue indicada por la sefal del
hidrégeno vinilico H3 en 5.93 ppm. El sustituyente propilo fue observado por las

sefales en 2.83 ppm, 1.64 ppm, 0.97 ppm para H13-H15.

GUT-70: RMN-'H (300 MHz, CDCI3/TMS) & (ppm): 6.48 (1H, d, J= 12 Hz, H-8),
6.40 (1H, c (t), J= 7.5 Hz, H-10), 5.93 (1H, s, H-3), 5.58 (1H, d, J= 9 Hz, H-7), 3.68
(s, OCH3, H-21), 2.83 (2H, t, J= 9 Hz, H-13), 1.92 (d, J= 9 Hz, H-17), 1.79 (d, J=
9 Hz, H-16), 1.64 (2H, m, H-14), 1.45 (3H, s, H-19), 1.19 (3H, s, H-18), 0.97 (3H, t,

J= 9 Hz, H-15).
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Figura 40. Espectro de RMN *H de GUT-70.
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El resto de las sub-fracciones obtenidas fueron mezclas complejas. En la sub-
fraccion SF3-5 se identificé una mezcla de acido apetalico mas inofilum, en la sub-
fraccion SF2-6 y SF3-6 se detectd acido apetalico mas inofilum. Una mezcla de
acido apetalico e inofilum fue obtenida en la sub-fraccion SF5-6, SF6-6 y SF7-6.
En la sub-fraccion SF2-7 se observé una mezcla de inofilum P y su derivado
metoxilado. En las sub-fracciones SF3-7 y SF5-7 se identific6 mezcla de inofilums,
y finalmente, en las sub-fracciones SF4-8 y SF6-8 mezcla de calandlido e inofilum.
Sin embargo, como se obtuvieron cantidades minimas para seguir efectuando la
purificacion de sus componentes, se seleccionaron las sub-fracciones SF4-5 vy
SF6-5, SF2-6, SF7-6, SF2-7 y SF4-7 para su caracterizacion por CLAR-UV-EM,

cuyos resultados se detallan adelante.

7.2.5. Identificacion de Compuestos por CLAR-UV-EM

El perfil CLAR-UV-EM (ESI+) del acido apetalico, GUT-70, (-)-calandlido B, (+)-
inofilum P y los derivados 12-metoxil-(-)-calndlido B y 12-metoxi-(+)-inofilum P
fueron obtenidos para identificarlos dentro de las sub-fracciones seleccionadas
previamente (Figura 41). La relacibn m/z observado para acido apetalico (PM=
388) fue el ion de 389 [M+H]" y para GUT-70 (PM= 382) el ion 383 [M+H]"; sin
embargo, para (+)-inofilum P y su derivado 12-metoxi-(+)-inofilum P (PM= 404 y
418, respectivamente) el ion observado fue 387 [M+H-H,O]" para ambos
compuestos. Esto indica que ocurrié una transicién de 405 — 387 (Charles et al.,

2004), y para el (-)-calandlido B y su derivado 12-metoxi-(-)-calanélido B (PM= 370
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y 384, respectivamente) un ion de 353 [M+H-H,0]" para ambos compuestos, que

también indica una transicién de 371 — 353. En los casos del (+)-inofilum Py (-)-

calandlido B hay pérdida de una molécula de H,O (PM=18); mientras que en los

derivados 12-metoxilado, la transicidn ocurre por la pérdida del metilo (-CH3) y

agua (H,0), [M+H-CHs-H,0]". Respecto a las sub-fracciones analizadas por

CLAR-UV-EM mostraron los siguientes patrones cromatograficos:
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Figura 41. Perfil CLAR-UV-EM de acido apetalico, GUT-70, inofilum P, calanélido
B y los derivados 12-metoxilado.
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En la sub-fraccién SF4-5 por RMN 'H se habia identificado &cido apetalico y la
coumarina GUT-70, los cuales fueron confirmados por el perfii CLAR-EM, en
donde se observaron dos picos abundantes, el primero correspondid a la
coumarina triciclica, GUT-70, PM= 382 (tr= 27.3 min, %Area= 31.1 min, [M+H]"=
383.2); mientras que, el segundo se identific6 como la cromanona, acido apetalico,

PM= 388 (tr= 28.9 min, %Area= 30.8, [M+H]'= 389.2) (Figura 42).
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Figura 42. Cromatograma de la sub-fraccion SF4-5.

En la sub-fraccién SF6-5 por RMN 'H se habia identificado una mezcla de acido
apetalico y una coumarina. En el perfil CLAR-EM se observo un pico mayoritario,
el cual se identifico como un isémero de GUT-70, PM=382 (tr= 28.2 min, % Area=
57.7, [M+H]'= 383.2). También se observaron dos picos minoritarios, el primero
correspondié con GUT-70, PM=382 (tr= 27.3 min, % Area=13.8, [M+H]'= 383.2);
mientras que, el segundo se identific6 como acido apetéalico, PM= 388 (tr= 29.7

min, % Area= 12.6, [M+H]"= 389.3) (Figura 43).
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Figura 43. Cromatograma de la sub-fraccion SF6-5.

En la sub-fraccion SF7-6 por RMN 'H se habia identificado una mezcla de
calandlidos e inofilums, lo cual se confirmé por CLAR-EM. Se identificaron dos
picos con mayor porcentaje, el primero correspondid a la dipiranocoumarina,
inofilum P, PM=404 (tr= 29.4 min, % Area= 27.2, [M+H-H,0]'= 387.2), mientras
que el segundo fue acido apetalico, PM=388 (tr= 29.6 min, % Area= 14, [M+H]'=
389.2) (Figura 44). Ademas se identificaron otros picos minoritarios cuyo ion fue
de 353 [M+H-H,0]" y 383 [M+H]" que indican la presencia de calandlido (PM=
370) y GUT-70 (PM= 382), respectivamente, uno mas de 387 [M+H-H,0]" para un
isémero de inofilum P (PM= 404), y dos de 403 [M+H]" correspondiente con el

inofilum C vy E.
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Figura 44. Cromatograma de la sub-fraccion SF7-6.

En la sub-fraccién SF2-7 por RMN 'H se habia identificado inofilum P, y el
derivado metoxilado, sin embargo, por CLAR-EM se identificaron un par de picos
resueltos, los cuales indican la presencia del 12-metoxi-inofilum e isémero, PM=
404 (tr= 24.8 min, 25.6 min, % Area= 6.3, 18.4, [M+CH3]'= 419). Los picos
restantes se identificaron como GUT-70, PM= 382 (tr=27.2 min, % A= 6.7, [M+H]'=
383), calandlido D e isémero (ir= 28 min, 28.2 min, % Area= 10.5, 3.8,
[M+H]"=369), inofilum C y E, PM= 402 (tr= 28.6 min y 29.2 min, % Area= 8.5y

12.7, [M+H]"= 403.2), e inofilum (tr= 30.5 min, 8.4, [M+H]'= 387] (Figura 45).
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Figura 45. Cromatograma de la sub-fraccion SF2-7.
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Y finalmente, en la sub-fraccién SF4-7 por RMN 'H se habia identificado
principalmente una mezcla de calandlidos A, B y C, sin embargo, por CLAR-EM se
observd un pico mayoritario indicando la formacion de 12-metoxi-calandlido (tr=
24.9 min, % Area= 13.1, [M+CH3]*= 385.2), y una serie de picos para calanolido D
e isomeros (tr= 27.4 min, 28.2 min y 28.8 min, % Area= 6.9, 10.8 y 7, [M+H]'=
369.2), inofilum C o E, PM= 402 (tr= 29.2 min, % Area= 9.3, [M+H]+= 403), y los
calandlidos A, By C y otro isémero (tr=30.1 min, 30.9 min, 31.2 min y 32 min, %
Area= 8.1, 5.6, 3.8 y 5.5, [M+H]'= 353), ademas se encontré la formacién de
dimeros en abundancia, tanto calandlido-inofilum, como calandlido-calandlido,
esto pudo influir en la abundancia de los calanélidos A, B y C detectados por RMN
'H (Figura 46). El perfil CLAR-EM de la sub-fraccion SF2-6 no se resolvié
adecuadamente, sin embargo los espectros de masa indicaron una mezcla de

inofilum C/E, inofilum P e isbmeros de ambos compuestos, y abundante formacion

de dimeros.
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Figura 46. Cromatograma de la sub-fraccion SF4-7.
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7.2.6. Cuantificacion de compuestos por CLAR-UV

Se cuantifico el contenido de (-)-calanélidos B, (+)- calandlido C y acido apetalico,
en los extractos de hexano de las colectas Selva y Soconusco, asi como, de los
quimiotipos 1 y 2. El mayor contenido de calandlido B lo presentd la muestra del
QTP2, seguida de la colecta Soconusco; mientras que las muestras del QTP1y la
colecta Selva no contuvieron este compuesto. En el caso del calandlido C la
mayor abundancia se presentd en la muestras de la colecta Soconusco, seguido
de la colecta Selva; mientras que no se detect6 en las muestras del QTP1y QTP2.
El contenido en &cido apetalico fue mayor para la muestra del QTP2, seguida por

la colecta Soconusco, la colecta Selvay QTP1 (Tabla 10).

Por otro lado, se determin6 por CLAR-EM el contenido de GUT-70 y su isébmero,
(+)-inofilum P y su derivado 12-metoxi-(+)-inofilum P, 12-metoxi-calanélido B,
calandlido D, e inofilum C/E y la mezcla de calandlidos A, By C en el extracto de
hexano de la colecta Soconusco. La dipiranocoumarina (+)-inofilum P fue el
compuesto més abundante, seguido del derivado 12-metoxi-(-)-calandlido B, el
iIsdbmero de la coumarina triciclica GUT-70, la mezcla de calanolido A, B,y C, y el
derivado metoxilado de (+)-Inofilum P, los compuestos GUT-70, calandlido D e

isomeros y los inofilum C y E se detectaron en menor proporcion (Tabla 11).
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Tabla 10. Contenido de calandlidos B y C, y acido apetélico de los extractos de
hexano de las hojas de Calophyllu brasiliense de la colecta Soconusco, Selva,
QTP1ly QTP2.

Compuesto
mg/kg hoja seca QTP1 QTP2 SOCONUSCO SELVA
(-)-Calandlido B (1) N.D. 681.85 509.2 N.D.
(+)-Calandlido C (2) N.D. N.D. 2115.81 149.71
Acido apetélico  (3) 205.08 1681.85 1301.08 942.31

N.D. No detectado. El perfil cromatografico de cada extracto se puede ver en la Fig. 8.

Tabla 11. Contenido de coumarinas y cromanonas del extracto de hexano de las
hojas de Calophyllum brasiliense de la colecta Soconusco, Chiapas.

Compuesto (CLAR-EM) mg/kg hoja seca
(+)-Inofilum P 2111.61
12-Metoxi-(-)-Calandlido B 1544.7
Isémero de GUT-70 1471.4
Mezcla de Calandlidos A, By C 1233.18
12-Metoxi-(+)-Inofilum P 1057.92
GUT-70 793.08
Calandlido D e Isomeros 521.57
Inofilum Cy E 447.66
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8. DISCUSION

Calophyllum brasiliense es una especie ampliamente distribuida en el continente
americano (Stevens, 1980), y por lo tanto, quimicamente diversa. Resultados
previos han mostrado que las hojas de algunas poblaciones de C. brasiliense de
México biosintetizan principalmente coumarinas tipo mammeas (Reyes-Chilpa et
al., 2004) recibiendo el nombre de QTP1l. Sin embargo, otros especimenes
biosintetizan principalmente cromanonas, acido apetalico, isoapetélico vy
caloléngico, y en mucho menor cantidad las dipiranocoumarinas, calandlidos A, B
y C y soulatrélido, denominandolo QTP2 (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-
Reyes, 2004c). De manera similar, se ha observado la quimiodiversidad en otras
especies de Calophyllum (Mckee et al., 1998), tales como, C. inophyllum de las
islas Polinesias (Lauré et al., 2008), asi como de especies de Calophyllum de Sri

Lanka (Bandara et al., 1986), también ha sido reportada.

En el analisis por cromatografia en capa fina se observé un patron diferente en los
extractos de hexano de hojas de C. brasiliense en dos poblaciones (Regién
Soconusco y Selva) de Chiapas (México), que indicé una composicion quimica
diferente. El presente trabajo ofrece un andlisis quimico del extracto vegetal
hexanico de las hojas de C. brasiliense de la Regiéon Soconusco, Chiapas.
Ademas, dada la importancia de las dipiranocoumarinas, encontradas en esta
especie, inhibiendo la actividad TR VIH-1, se determin¢ el perfil farmacolégico y

toxicoldgico de los extractos organicos de estas poblaciones de Chiapas.
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En este estudio se obtuvo una mezcla aceitosa de las fracciones F1 y F2-41 del
extracto de hexano de las hojas de C.brasiliense, de la colecta Soconusco
(Chiapas, México) las cuales presentan principalmente compuestos de la clase
terpenos, de ellos, los triterpenos, escualeno y estigmastan-3.5-dieno, y el
sesquiterpeno, eudesma-4(14),11-dieno, parecen ser los mas abundante. El
escualeno, es reconocido por ser precursor de compuestos triterpénicos
(Gunstone et al., 1986). El estigmastan-3,5-dieno, se ha descrito como un
compuesto de los aceites refinados, y su origen es resultado de la deshidratacion
del B-sitosterol (Cert et al., 1994); sin embargo, algunas veces estos hidrocarburos
pueden aparecer durante el andlisis por CG, debido a las altas temperaturas y el
ambiente reductor del sistema (Ledn-Camacho et al., 2004). Los eudesmanos han
sido descritos como antialimentarios contra coledpteros y lepidopteros (Caballero-
Garcia, 2004). El derivado bromado del tetracosano también se ha encontrado en
los volatiles del mango “Jinhuang”, siendo el mas abundante (20.57 %) (Wei et al.,

2007).

Los triterpenos, friedelina y canofilol aislados del extracto de hexano de las hojas
de C. brasiliense de la colecta Soconusco (Chiapas, México), son compuestos
muy abundantes en esta especie y se han reportado tanto en el QTP1 (Reyes-
Chilpa et al., 2004), como en el QTP2 (Huerta-Reyes et al., 2004b). Aunque
ambos compuestos no tienen actividad anti TR (Huerta-Reyes et al., 2004b);

canofilol y friedelina han mostrado ser potentes inhibidores del protozoario
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Plasmodium falciparum cepa W2, el cual es resistente a cloroquina (Clsp= 15y 7.2
UM, respectivamente) (Tambou-Ngouamegne et al., 2008), ademas friedelina ha
sido reportada que ejerce un efecto analgésico dosis-dependiente (Buffon-Isaias,
2005; Isaias et al., 2004). La cromanona, acido apetalico aislada aqui, también es
un compuesto que se encuentra en proporciones abundantes en C. brasiliense
QTP2 (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c) de México, aunque no
se ha aislado en el QTP1 (Reyes-Chilpa et al., 2004), sin embargo, no inhibe la
actividad de la transcriptasa reversa (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes,
2004c); en contraste, este compuesto, posee actividad contra células

cancerigenas (Ya-Ching et al., 2004; Hay et al., 2003).

Por otro lado, como se indic6 en los antecedentes, las dipiranocoumarinas
tetraciclicas: inofilums y calandlidos son consideradas como potentes inhibidoras
de la actividad enzimética de TR VIH-1 (Kashman et al., 1992, Patil et al., 1993).
En este trabajo se aislaron e identificaron del extracto de hexano de las hojas de
C. brasiliense de la colecta Soconusco (Chiapas, México), tres compuestos de
este tipo, una mezcla de (+)-inofilum P y su derivado metoxilado (12-metoxi-(+)-
inofilum P), el derivado metoxilado de (-)-calandlido B (12-metoxi-(-)-calanélido B).
Un derivado similar el 12-metoxi-(+)-calandlido B, ya habia sido descrito por
Kashman et al. (1992). Adicionalmente, en las diferentes sub-fracciones se
identificaron, mediante RMN *H y CLAR-EM, (+)-calanélido A, (-)-calanélido B, (+)-

calandlido C, (+)-calandlido D, GUT-70 y su isomero estructural, (+)-inofilum Cy E,
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asi como isomeros estructurales de calanolidos e inofilums. Previamente, solo se
habian descrito (+)-calandlido A y C, (-)-calandlido B y un isomero de (+)-inofilum
P (soulatrélido) (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c), (+)-inofilum C
y E (Kashman et al., 1992; Ito et al., 2003), asi como GUT-70 (Ito et al., 2003) en
C. brasiliense; mientras que los derivados metoxilados, 12-Metoxi-(+)-calandlido A
y 12-metoxi-(-)-calandlido B, (Kashman et al., 1992) sdlo se habia identificado en
C. lanigerum, respectivamente, pero no en C. brasiliense. De tal manera que, esta
es la primera vez que las tetra dipiranocoumarinas (+)-inofilum P, 12-metoxi-(+)-
inofilum P, (+)-calandlido D, y 12-(-)-metoxi-(-)-calanélido B, se encuentran en las

hojas de C. brasiliense en poblaciones de México.

La cuantificacion por CLAR de los compuestos marcadores, el (-)-calandlido B y
(+)-calanolido C, ademas del acido apetélico, en el extracto de hexano de las
hojas de C. brasiliense, se encontr6 que la colecta de la Regién Soconusco y
Selva del estado de Chiapas, México, asi como las de los quimiotipos 2 y 1
mostraron un perfil cromatografico caracteristico cada uno. Los primeros tres
extractos contienen cantidades diferentes de calandlidos y acido apetalico,
mientras que el dltimo, solamente mostré trazas de acido apetalico, pero no
calanolidos. Al respecto, el compuesto mas abundante fue acido apetalico,
especialmente en el quimiotipo 2, seguido por Soconusco, Selva y quimiotipo 1. La
mas alta concentracion del (-)-calandlido B se encontr6 en las hojas del quimiotipo

2, seguido del Soconusco, pero no fue detectado en el quimiotipo 1 y Selva. El
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mayor contenido de (+)-calandlido C se encontré en el extracto de hexano del

Soconusco, seguido por la Selva, pero indetectable en los quimiotipo 1y 2.

En cuanto al contenido de acido apetélico, resulta importante que la colecta
Soconusco presente cantidades pequefias de este compuesto respecto al
quimiotipo 2, ya que se han reportado propiedades citotoxicas de los acidos
croman-4-ona (Hay et al., 2003; Ernster et al., 1963). Por otro lado, aunque en el
quimiotipo 1 no se ha reportado la presencia de acido apetalico (Reyes-Chilpa et
al., 2004), resulta interesante haber detectado por CLAR trazas de este
compuesto, ya que posiblemente, al ser cantidades minimas, no se haya podido
aislar en cantidad suficiente para poder dilucidar su presencia por métodos
espectroscopicos. Por el contrario, aun cuando el (+)-calandlido C no fue
detectado en el quimiotipo 2, este ya ha sido previamente aislado de esta
poblacion (Huerta-Reyes et al., 2004b y Huerta-Reyes, 2004c). Actualmente, (-)-
calandlido B esta bajo estudio preclinico, y puede ser una alternativa al (+)-
calandlido A, el cual se encuentra en bajas concentraciones en las especies de
Calophyllum (Singh et al., 2010). Al respecto, (-)-calandlido B ha sido obtenido con
rendimientos de 10.6 % del latex de C. teyssmannii (Lin et al., 1999); incluso la
produccion in vitro (cultivo de callos de hojas de C. brasiliense) de este calandlido,
ha sido reportada con rendimientos tres veces mayores que en las hojas de

invernadero y silvestres (Bernabé-Antonio et al., 2010).
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Ademas de los compuestos mencionados, se cuantific6 mediante CLAR-EM, el
contenido de las coumarinas tetraciclicas, (+)-inofilum P y su derivado 12-metoxi-
(+)-inofilum P, (+)-inofilum C y E, (+)-calandlido D, la coumarina triciclica GUT-70
y su isébmero estructural, asi como la mezcla de calandlidos A, By C, y el derivado
12-metoxi-(-)-calandlido B en el extracto de hexano de la colecta Soconusco. A
continuacion se enlistan los distintos compuestos presentes en el extracto en
orden de abundancia, (+)-inofilum P > 12-metoxi-(-)-calandido B > isémero de
GUT-70 > mezcla de calandlidos A, B y C > 12-metoxi-(+)-inofilum P > GUT-70 >
(+)-calanolido D e isémeros > (+)-inofilum C y E e isGmeros. Sin embargo, hasta
ahora solamente el contenido de la coumarina (-)-mammea A/BB habia sido
cuantificado por CLAR-UV en extractos de hojas, tallos y frutos de C. brasiliense
en poblaciones de Brasil (Brenzan et al., 2010). En la siguiente tabla se resume la

composicion quimica de las poblaciones de C. brasiliense colectados en México.

Tabla 12. Compuestos aislados de los extractos de hexano de hojas de

Calophyllum brasiliense colectados en México.

Compuesto QTP1 QTP2 Soconusco Selva
friedelina v

canofilol v
acido apetalico

(+)-calandlido A

(-)-calandlido B

(+)-calandlido C

(x)-calanolido D

12-metoxi-(-)-calandlido B

soulatrélido

(+)-inofilum P

inofilum C/E

12-metoxi-(+)-inofilum P

GUT-70

mammeas v

ANENENE N NN
ASANENENENENENRN

AN

AN NI NN

140



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

La variabilidad quimica observada en los extractos de hexano de las hojas de
poblaciones de C. brasiliense de México, sugiere que la biosintesis de estos
compuestos estaria sujeta a factores externos, tales como, época de colecta de la
planta, nutriciéon, edad, entre otros. En este sentido, Castillo-Arellano (2009)
encontré que cambios en el contenido nutricional originaron tres grupos quimicos
dentro de la poblacién del QTP2, los que biosintetizan anicamente acido apetalico
o calandlidos y aquellos que contenian ambos compuestos; sin embargo, el factor
nutricional no influia en la existencia de quimiotipos en las poblaciones de esta
especie, ademas el contenido de estos compuestos entre plantas adultas y
jévenes no present6 diferencias. La estacion del afio de colecta tampoco parece
estar asociada a la presencia de quimiotipos hasta ahora descritos, ya que estas
se han realizado durante los meses de septiembre-diciembre. Por otro lado, para
comprender la existencia de los quimiotipos en C. brasiliense es interesante
observar las relaciones estructurales entre dipiranocoumarinas, cromanonas Yy
mammeas, por la cual algunos autores han sugerido que la secuencia biogenética
de estos compuestos esta relacionada, dando lugar a la existencia de los
guimiotipos. Gautier et al., (1972) y Ramiandrasoa et al., (1983) sugieren que la
biosintesis se inicia cuando una molécula de floroglucinol sustituido con un prenilo
y un acilo se une a una molécula de acido cinamico (para formar 4-fenil) o un
acido graso insaturado (formacién de 4-alquil). Una vez formada la molécula

precursora, esta puede dar lugar a la biosintesis de una coumarina o cromanona.
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En la formacién de la dipiranocoumarina es necesario una deshidrogenacién para
producir un doble enlace entre los carbonos C3 y C4; asi como una lactonizacion
por la union del COOH y el OH contiguo, para crear el anillo de lactona; por el
contrario, para que se forme la cromanona, es indispensable que no se genere el
anillo de lactona, ni el doble enlace entre los carbonos C3 y C4. Ademas, es
absolutamente necesario que se ciclice tanto la cada de acilo como de prenilo
para la formacién de ambas moléculas; si estos sustituyentes permancen como
cadena abierta se originan coumarinas tipo mammea (esquema 1). Reyes-Chilpa
et al., (2004) sugieren que mammea A/BB, o una molécula relacionada con un
sustituyente 2-metilbut-2-enoil en el carbono C8, podria ser un precursor de
inofilum B (esquema 2). El anillo C y D pueden formarse por ciclizacion del OH en
el carbono C5 con la cadena prenilo en C6, y el OH en el carbono C7 con el
sustituyente acilo en el carbono C8, seguido por reduccién del carbonilo en C12.
Sin embargo, estudios de genética y biogénesis son necesarios con la finalidad de
ofrecer informacién que contribuya a determinar la situacion de esta especie en
México. Ademas, estudios para determinar el perfil quimico de los extractos
vegetales con actividad anti-VIH y cuantificacion de dipiranocoumarinas,
empleando CLAR-UV-EM son importantes para estandarizar y desarrollar un
fitofarmaco (Singh y Bodiwala, 2010). En este sentido, las diferencias en el
contenido y tipo de dipiranocoumarinas resultan de importancia debido a que
permite identificar quimiotipos ricos en estos compuestos, los cuales pueden ser

usados como fuente vegetal de fitofarmacos anti-TR VIH-1.
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BIOGENESIS DE CUMARINAS Y CROMANONAS

{Gautier et al. 1972)

N IV

Susfituyentes del florogiucinol m&f‘g " Acido cinamico  Ackdos grasos insaturados
acilo y un preniio j’
CROMANONAS ' CUMARINAS
Prenilo

-*#—
Acido Acilo nofilélido
calofilico
BIOGENESIS DE CUMARINAS
{Ramiandrasoa et al. 1983)
4-alquil 3,4-dibidro cumarinas 4-fenil 3,4-dihidro cumarinas

3

Recedensdido
Mammeg afficona - Calophyfum Jecedens
{Anica) Madagascar)

4-alquil cumarinas

Esquema 1. Biogénesis de coumarinas y cromanonas (Ramiandrasoa et al., 1983
y Gautier et al., 1972; Sustaita-Aranda, 2006).
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lMammea A/BB Inofilum B
Esquema 2. Mammea A/BB como precursor hipotético de Inofilum B (Reyes-
Chilpa et al., 2004)

Respecto a la actividad anti-TR VIH-1 de los extractos vegetales, algunos autores
han puntualizado que con Clsg <50 ug/ml pueden ser considerados como potentes
inhibidores (Tan et al.,, 1991; Min et al.,, 2001). Por lo tanto, los extractos de
hexano y acetona del Soconusco, asi como el extracto de hexano de la Selva,
pueden ser considerados dentro de esta categoria. El valor Clsy anti-TR VIH-1
encontrado para el extracto de hexano de la colecta Soconusco es similar al
reportado por Huerta-Reyes et al (2004) para esta especie (QTP2, Clsp= 29.6
png/ml). Por otro lado, es conocido que los extractos polares (acetona y metanol)
pueden contener taninos y otros polifenoles capaces de inhibir la transcriptasa
revesa (Tan et al., 1991), ADN topoisomerasa | y Il (Kashiwada et al., 1993), y el
acoplamiento de la proteina gpl120 de VIH con el receptor CD4 de células T
(Collins et al., 1997). Por lo que, debido a la alta afinidad que muestran los taninos
por proteinas celulares afectando las reacciones bioquimicas, son considerados

como inhibidores inespecificos (Au et al., 2001). Aunque los compuestos
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metoxilados aislados 12-metoxi-(+)-inofilum P y 12-metoxi-(-)-calandlido B, asi
como de la coumarina triciclica GUT-70, no presentaron potente actividad vs
transcriptasa reversa de VIH-1, se ha reportado que las dipiranocoumarinas,
inofilums (Patil et al., 1993) y calandlidos (Kashman et al.,, 1992) presentan
potente actividad anti TR VIH-1, y ya han sido anteriormente determinadas sus
Clso, siendo para inofilum B> P> C> D> A> E (Patil et al., 1993), y para calandlido
A> B> C. Sin embargo, de acuerdo a las relaciones de estructura-actividad
propuestas para las dipiranocoumarinas de Calophyllum, las propiedades
inhibitorias de estos compuestos ha sido descrito que radican en el anillo D (10,11-
dimetilcroman-12-ol) (Kashman et al., 1992; Patil et al., 1993; McKee et al., 1996,
Ishikawa et al., 1997). Al respecto, la actividad inhibitoria (anti TR VIH-1) més alta
ha sido observada en el (+)-calandlido A que presenta una configuracién trans
entre los grupos metilo en C10 y C11, mientras que las otras configuraciones
presentan una reduccion en potencia. Una funcién oxigenada o hidroxilo en C12
(Galinis et al., 1996), asi como los sustituyentes en C4 son también relevantes
para la actividad inhibitoria contra la transcriptasa reversa de VIH-1. En este
ultimo caso, la potencia de la actividad anti TR VIH-1 sigue la serie propilo > fenilo

> metilo (Ishikawa, 2000).

Por otro lado, se sabe que los derivados metoxilados 12-metoxi-(+)-calanolido A 'y
12-metoxi-(+)-calanélido B no presentan actividad anti TR VIH-1 (Kashman et al.,

1992) lo que concuerda con los datos aqui obtenidos para los compuestos 12-

145



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

metoxilados. Por lo tanto, la actividad anti TR VIH-1 in vitro del extracto de hexano
de la colecta Soconusco mostrada aqui, se debe a la contribucion de
principalmente de compuestos como (+)-inofilum P, y la mezcla de (+)-calandlido
A, (-)-calandlido B y (+)-calandlido C. Min et al. (2001) han sugerido que un perfil
de citotoxicidad por arriba de 200 pg/ml es aceptable para la viabilidad celular
(CCs0), en consecuencia la resolucion en este valor fue baja para los extractos de
hexano y acetona (Soconusco) y hexano (Selva). Sin embargo, aun cuando estos
valores de viabilidad celular son bajos, resultan contrastantes con los bajos niveles
de toxicidad obtenidos in vivo tanto para los ensayos con el crustaceo Artemia
salina (CCso >1000 pg/ml), el cual se considera inactivo para un extracto vegetal
(Anderson et al., 1991), como con los ratones (DLso= 1.99 g/kg), el cual resulto
“ligeramente toxico” (Hodge y Sterner, 1943); incluso de acuerdo a Clarke y Clarke
(1977) substancias con DLsy de 1000 mg/kg (oral) son considerados como
seguras; por lo tanto, la DLsp obtenida aqui es una indicacion de que el extracto

podria ser administrado con un buen grado de seguridad (Dennis, 1984).

El perfil neurofarmacolégico mostré una fuerte reduccion en la actividad motora y
coordinacion a la dosis mas alta (5.62 g/kg) del extracto de hexano de la colecta
Soconusco, lo cual ha sido previamente descrito en animales tratados con
diazepam, 5 mg/kg (Sadraei et al.,, 2006), lo que refleja que el extracto
posiblemente tiene un efecto depresor del sistema nervioso central, caracterizado

principalmente por falta de respuesta (movimiento) del animal al estimulo aplicado,
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disminuyendo con el tiempo (Moscardo et al., 2007); en consecuencia, los efectos
disminuyeron ligeramente a dosis mas bajas y en el tiempo, incluso no se
detectaron cambios. Por otro lado, los valores de viabilidad celular obtenidos por
Huerta-Reyes et al. (2004) para el QTP2 (CCsp= 92.5 pg/ml) aunque también
resultan estar por debajo del nivel establecido (200 pg/ml), son mayores al
obtenido para el extracto de hexano del Soconusco (CCso= 32.36 pg/ml). Asi
mismo, se encontrd un alto nivel de inhibicion (>80 %) del extracto del Soconusco
sobre las cinco lineas celulares de carcinoma humano probadas en este estudio.
En ese sentido, la coumarina triciclica, GUT-70, ha sido descrita como un potente
inhibidor de células de leucemia humana HL-60 (ICso= 35.4 uM) (Ito et al., 2006).
El mecanismo es través de la apoptosis mediada por caspasas e independiente de
p53; ademas no inhibe la formacion de colonias de progenitores hematopoyéticas,
ni la proliferacion de hepatocitos normales humanos (Kimura et al., 2005, Jin et al.,
2011). También se ha reportado que el acido apetalico inhibe la proliferacién de
tumores humanos de tipo epidermoide oral, KB (DEsp= 13.64 pug/ml) y epiteloide
cervical, HeLa (DEsp= 17.73 pg/ml) (Ya-Ching et al., 2004). La friedelina, también,
se ha reportado como inhibidor del crecimiento de la linea celular de cancer de
préstata, PC3 (61.9 %) (Reyes-Chilpa et al., 2004). Adicionalmente, los acidos
croman-4-ona presentan similitudes en la estructura quimica con el bien conocido
inhibidor de la cadena respiratoria, rotenona (Hay et al., 2003; Ernster et al.,
1963), y debido a que el acido apetalico que contiene el extracto de hexano de C.

brasiliense, pertenece a este grupo de compuestos, es posible que el efecto
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citotoxico observado sobre linfocitos sea causado principalmente por este
compuesto. Ademas, dado que la administracion i.p. en ratones resultd no toxica,
es posible que al igual que la rotenona, los compuestos croman-4-ona, como el
acido apetalico, sean rapidamente degradado por el higado, (Robertson y Smith-
Vain, 2008), lo cual parece reflejarse en este trabajo, sin embargo se requiere

confirmarlo con un estudio a fondo.

Como parte de los estudios preclinicos, se analiz6 el efecto del extracto de hexano
del Soconusco sobre los 6rganos de los ratones tratados a la mas alta dosis (5.62
g/kg i.p.). No se observaron diferencias en el peso y morfologia de los érganos de
los ratones; a excepcion de la aparicibn de petequias en los pulmones. En
consecuencia, el estudio histopatologico reveld que no hay alteracion en el tejido
hepatico, pero si fue observado un proceso regenerativo caracterizado por el
incremento en el nUmero de hepatocitos binucleados. Tampoco se observo dafio
en tejido linfoide de bazo, por el contrario fue observado un incremento en el
namero de megacariocitos en sincicio o en proceso de cariocinesis, sugiriendo que
el extracto tiene un efecto inmuno-estimulante. Al respecto, se ha reportado que el
extracto de metanol de las raices de C. brasiliense induce crecimiento de células
del bazo de ratones in vitro (Zadonai et al., 2010). De forma similar, se ha descrito
que este extracto presentd actividad inmuno-estimulatoria sobre células
mononucleares de sangre periférica humana de una manera dosis-dependiente en

concentraciones de 10-200 pg/ml (Phillipi et al., 2010).
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En el presente trabajo, se observdé que el extracto metandlico de la colecta
Soconusco no inhibié la proliferacién celular de linfocitos humanos, incluso en
concentraciones de 400 pg/ml. Por otra parte, las petequias observadas
macroscopicamente en pulmones, estan relacionadas con la congestion de los
vasos sanguineos y la ruptura alveolar, revelada por el analisis histopatologico,
sugiriendo que los ratones sufrieron dificultad para respirar pre-mortem, y esta fue
la causa de muerte. El efecto vasodilatador observado con la administracion del

extracto probablemente esta relacionado con la congestion vascular.
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9. CONCLUSIONES

En el extracto de hexano de las hojas de C. brasiliense del Soconusco (Chiapas)
se identificé un precursor de triterpenos, el escualeno, y dos triterpenos, friedelina
y canofilol, una cromanona, &cido apetalico, las dipiranocoumarinas tetraciclicas,
calandlidos A, B, C, D, el derivado 12-metoxi-(-)-calandlido B y los inofilums P, C,
E, y el derivado 12-metoxi-(+)-Inofilum P, asi como una coumarina triciclica,
denominada trivialmente como GUT-70 y un isémero de ella. Esta es la primera
vez que se identifican inofilums P, C y E, calandlido D, los derivados 12-
metoxilados y GUT-70 e isobmero en hojas de C. brasiliense en poblaciones de
México. Por otro lado, aunque es necesario continuar con los estudios preclinicos,
se encontr6 que el extracto de las hojas tiene actividad anti-TR similar al
observado en el QTP2 e inhibe la proliferacion de células cancerigenas. Los
calandlidos e inofilums son los responsables de la inhibicién de la enzima TR VIH-
1, mientras que GUT-70 y 4cido apetalico serian los principales responsables de la
actividad observada contra las células cancerigenas. Ademas, este extracto
resulté relativamente no toxico in vivo (ratones); tampoco causé dafo hepatico, y
aparentemente ejerce efecto inmuno-estimulante sobre 6rgano linfoide (bazo).
Adicionalmente, con la administracion del extracto hexanico en los ratones se
observé efecto vasodilatador, lo que indicaria actividad sobre el sistema
cardiovascular. También se observd efecto depresor sobre el sistema nervioso
central. Con base en lo anterior, se puede concluir que el extracto de hexano de

las hojas de C. brasiliense de la colecta Soconusco, Chiapas (México), esta
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guimicamente relacionado con el QPT2, pero presenta variaciones en el tipo y
contenido de dipiranocoumarinas que biosintetiza. Ademas, los estudios
preclinicos sugieren continuar con el estudio del extracto que lleve al desarrollo de
un extracto estandarizado (fitofarmaco). En este sentido, como sugiere Singh y
Bodiwala (2010), es importante enfatizar en el desarrollo de una terapia alternativa
usando plantas medicinales (extractos) con actividad anti-VIH. Los extractos de
plantas con actividad anti-VIH podrian ser estandarizados usando técnicas tales
como CLAR-UV-EM para determinar el perfil quimico y asi el fitofarmaco pueda

ser usado como un medicamento alternativo para el tratamiento del VIH/SIDA.
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Espectro 7. Espectro de RMN *H de la Friedelina. ' |
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UNAM. Instituto de Quimica (M. Rios)
Dr-Ricardo-Reyes /JC~Garcla

Clave: fried

NO. registro: 1456

Exprerimento: Ci13

Disolvente: CDCI3
UnityInova-12S . 71MHZ (OG)
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Espectro 8. Espectro de RMN **C de la Friedelina.
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UNAM. Instituto de Quimsica. (H. Rios)
Dr-Ricardo-Reyes /JC-Garclia

Clave: Fried

NO. Registro:r 1456

Exper imento: Dept
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Espectro 9. Espectro de RMN *H-*C -Experimento DEPT de la Friedelina.
e
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Espectro 10. Espectro de RMN **C -Experimento HSQC- de la Friedelina.
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Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Espectro 11. Espectro de IR de la Friedelina.

182



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012
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Espectro 12. Espectro de Masas de la Friedelina.
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ACIDO APETALICO
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Instituto de fuimica. UHAM (H.Rics) 24
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Espectro 13. Espectro de RMN *H del Acido Apetalico.
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instituto de Quimica. UNAM (H.Rios)
Dr-R-Reyes-Chilpa/JC-Garcia

Clave: Fé&-6

No-registro: 2373

Experi to: Ridrog

Discolvente: CDC13
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Espectro 14. Ampliacion del espectro de RMN *H del Acido Apetélico (4-8 ppm).
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institute de Quimica. UMAM (H.Risa)

Dr-R-Reayeas-Chilpa/JC-Garcia

Clave: Fi-8

Ho-registro: X173

Esxparimanto: Hidrogams
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Espectro 15. Ampliacién del espectro de RMN *H del Acido Apetélico (2-4 ppm).
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instituto de Quimica. UNMAM (H.Rios)
Dr-R-Reyes-Chilpa/JC-Gaxcia

S“lave: Fé4-6

No-registro: 2373
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Espectro 16. Ampliacién del espectro de RMN *H del Acido Apetélico (0-2 ppm).
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Inatituto de Cuimics UHAM (BOGE)
De. R. Rayas / J. ©. Gaccia
Clawve: Fd4-7
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Espectro 17. Espectro de RMN *H de la mezcla de calandlidos A, By C y trazas de Inofilum.
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Institubo de Juinica UHRM (BOG)
Dr. R. Rayes f J. C. Garcia
Clawve: Fd4=7

Ho. da Begistro: 0138
Exparimento: 1H

Ciaolwvantes: CDOLI
Brukaer-hvance (F} 300 MEz
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Espectro 18. Ampliacion del espectro de RMN *H de la mezcla de Calanélidos A, By C.
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Instituto de Quimica THAM (BOSE)
Dr. R. Rayes f J. €. Garcia
Clave: F4-7
Ho. de Registzo: 0138

imanto: 1H
Disclvents: CDIL3
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Espectro 19. Ampliacion del espectro de RMN *H de la mezcla de Calanélidos A, By C.
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12-METOXI-(-)-CALANOLIDO B
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Espectro19. Espectro de RMN *H del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B.
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AN, ImeEitiuts de Quimica. ([(H. Biow) H3
re=Rayei s IC-Garcia
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Espectro 20. Ampliacién del espectro de RMN *H del 12-Metoxi-(-)-Calandélido B (5-7 ppm).
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UNAN. Instituto de Quimica. (M. Rios)

Or ~R-Reyes /s ~-Carcia

Clave: 5-8

NOo . Registro: 751 l |12
Exper imento: Hidrogeno

Disolvente: COCII I_I
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Espectro 21. Ampliacién del espectro de RMN *H del 12-Metoxi-(-)-Calandlido B (4-5 ppm).
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Espectro 22. Ampliacién del espectro de RMN *H del 12-Metoxi-(-)-Calandélido B (2-4 ppm).
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Espectro 23. Ampliacién del espectro de RMN *H del 12-Metoxi-(-)-Calandélido B (0-2 ppm).
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Espectro 24. Espectro de RMN *3C del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B.
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UNAN. Instituto de Quimica (H. Rios)
Dr -R-Reyes//JC~Carcia
Clave: ¥5-8
NOo. registro: 751
Experimento: CIJ
Disolvente: CODC)I
Un!‘(!nOv. 125. 7llﬁz (G)
2009

File: Carvon
Pulse Segquence: sZpw)

c14 c15
c13 3 :
5 c16
| =L
1 cera :
| : P
b f. c18 c19
c11 2 s
3

A

Myl Vot

Espectro 25. Ampliacién del espectro de RMN **C del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B. (10-40 ppm).
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UMAN, Instituto de Quimica. (®, Rios)
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Espectro 26. Espectro de RMN **C —Experimento DEPT- del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B.
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Espectro 27. Espectro de RMN *H- *3C -Experimento HSQC-del 12-Metoxi-(-)-Calandlido B.
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Espectro 28. Ampliacion del espectro de RMN H- *C -Experimento HSQC - del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B (0-30 ppm).
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Célc1z C13 C15
BroR-migat sroc carcia oo (M- Biew) CT C8a cera
Relvigiitre: ru: C8cC3 ' |c10
I e ivante: COC1S I C20
Karignigota;Siemi (o) c2 csb ((OCH3)
File: gHMBC IC O]Cd' Cdb | I
Pulees Sequence: gHMBC WW
H19 ___ﬁ_)l Fﬁpm; 1 L
H15 I 1‘] E “ ]
— H18 - [ N e
—— H16, 47 == e .
H14
H11 .} 2 c11
acet{maﬁ B
H13 3
c14
H20 (OCH3) ) ]
' i . Cc17
ﬁ 4] C12a C16
H12 . ]
H10 — -
HT - 1
H3 -j 6] -
HB8 1
? -y rrey o Trrw T T I ke T Ty L | “FF . S B T Ty jrreogrr
160 140 120 100 a0 60 an zo
F1 [ ppm}

Espectro 29. Espectro de RMN *H- *3C —Experimento HMBC- del 12-Metoxi-(-)-Calandlido B.
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Ir-R-Reyes s/ Mo-Garcia

L g of: C3 Cc4a
Ixperiments: HWBC

AN, Tnstituto de Quimica. (H. Rios) C6 I|]|
Jisolvante: CDCYE |

arissipeg;gees o) C12a |
File: gHMBEC C1 2b I |
Fulse Sequence: gHEBEC MWWWW M hw
F2 I 1 - - a
Cppm] _ - _ - - -
H13 T 3. IJ—_ l
HED :OCHSJ ) J 3‘5_:,; e -
i 4.“'5
H12 ——— 'I'I...'}_ - l )
5.0 1 - e
H7 - 5.5 - —%
] — .
H3 — 6.0 - =
j 6.5 -
HB e —— B =t e -3
ﬁJ] -
11'5' ' Il:;_l] ' 1u'§_r ) 1-"100 9'5 h ls-n BIE a'n _1?15l o .?I'J

F1 (ppm})

Espectro 31. Ampliacién de RMN *H- *C —Experimento HMBC- del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B (70-120 ppm).
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UMANM,. Imstituto de Quimica. (H. Rios] | U |
Dr-=R=Reyes s sAC=-0arcia

e, Registro: FEL
Experiménto: HEBC
pisoivente: CDCYE
varijianInova-5S00MHz [G) |

Abril-27-2010 Nfl
File: gHwBC " CE

Pulse Sequence: gHNEC W-"\.I'J W WMFMJJHLHWWJJN‘MLJ Wn%mﬁiﬂwﬁ'\,

Clave: F5-8 ] '||

j Efmufi e
H19 —= S
II.-B'—_' =
0.9
: —
1. 00—
HA15 ]
1-1_.: e
: TT=)) = i Ny,
1.z{ = -
Ceri‘-—-——-=.':____ :a @
C) ]
. A
H18 ——= *
———— H17 L
o _‘E H1E 1.5 —3
= =
H} 1.6- L e [ L A - T T T T ""r"'"'l"]
7a rr -l 75 74 73 Te 71 Fl ] [ 3]

F1 [(ppm])

Espectro 32. Ampliacién de RMN *H- 3C —Experimento HMBC- del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B (60-80 ppm).
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UHAM . Instituto de Quisica.
Dr=R=Rayés s /D0=-Gareia
Clawe: F5-8

Wo, Reglstro: 751
Experimanto: HEBCZ
Disolvente: 1
VariamInowa-500MHz (O]
Abri 1=2F=-2080

File: gHEABZ

Pulse Segquemnce: gHMBEC

cera

(M. Rios)

~m
h=R

a =
[+

(=1

[ ] e [ =]

=
'

i

Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense

c13

cera

c16
c17

c14

c18

Cc15

2l

k=]
@ a2
I

bl

[t

2012

c19

1
] 9 = ¢ CB
-2—; & B =
.3 (=¥
—Po° @
.5 =
] © = o
.6 &
—9 %
1 T T T T g T T T v T v r g T
a9 3s 30 2s ze 15 10
F1 (ppm})

Espectro 30. Ampliacién de RMN *H- *C —Experimento HMBC- del 12-Metoxi-(-)-Calanélido B (0-40 ppm).
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Mass Spectrum ]

15
ata : Or-Reyes-Ricardo-B28 Dare : B5-May-2B1B 18:28 16 17
ample: 3I@3 PEI F S-8B JeolAXSESHA . /.r" |
ate : Jawvier-Perez 14
alet : Direct [om Made : EI+ i /E\\O 13/
pectrum Type : NMormal Ion [MF=Linear] ” C | |
T : 1.8 min Scam® @ (Z4, 6 33) a ah 4
E m-sr JES, BEOR Irmt. : 1252.52 - - L
utput m«z range : |8.2233 to 485.8754 Cut Lewel @ B.B88 X Ba= ‘Haa %3 .
13171580 | A || B | ses (-)-Calandlido B
Hea Sk o 12 2 -
- T |
—] o 1za” bx‘*o/ e C22 H26 O5
50 - | D | PM= 370
| 10 2.
i - 4 - ",
| 15 - ks
8@ | E
| =
19
A iy
F=H Calandlido B
F=0CH: DMletox-Calandlido B
58 337
5@ I
a ] - | Metoxi-(-)-Calandlido B
& z
kr | 84
| | |l C23 H27 O6
||
39 - 57 | ; PM= 384
|

— p— L L
28 ’ 43 E@ BE 123 128 148 158 188 288 2208 24 268 288 15 5] 328 348 3jsa Jg|a 4428 428 4@ 468 q4H@

P

Espectro 33. Espectro de Masas del 12-Metoxi-(-)-Calanolido B.
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(+)-INOFILUM P
Y
12-METOXI-(+)-INOFILUM P
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. Imstituto

HAR
OFr=-R-Reyes s fIC-Tarcia

Clave: Fpp &=7

e Duimlca. (M. Rioe])

L T =5
S el (o) s 20 H22
AErFii-28-F000 /_,
File: stdin 18%‘:} 4 HED
Pulse Sequence: slpul v \O 13 _Ffj H"I 9
I c | | cerazzksss %5 5=
8 4 4 -—bese = g7
Tan T Taar g l I'--'--| Ii|=|ii 1||
= |
Df 126{3 h-h\hof-f %O o o | | ||
1|:|| o 12| :?L ‘ | I
- H23 b fl
21"” ‘xﬂ:«” g OCH3 acet:{ma | | ||i|
H s = - L
27 "' 12, I li: |
cera A TN
R=H Inofilum P CH20H f { \
R.=CH; Iet ooz - Inofilum P 2 | /J =z | \
| SE—
; s MeOH L1 al "1.95  ppm
H15 - H12 = = < [
H16 | | H14 | H7 | 2l H11*
H17 | | H18 Hs Thiz | L |V ,»’4
_-r‘"lj - 1 - ; _IF * 4'}') . — _-"'(J /‘/ .-'II i
Il H h H10~ | \H10 OH H20 J\ Ju|
- o M I U W _,.._)V!-L_ - I-I-'l.q._._.-'—\-\_.__,._,_n___,.\_.__Jl.l'-—-' e Mea, A
I S S S S T 3 Tz 1T T pem
e AT L_'_. N Ta.m3 T R T 1.75  s.73
.15 L.18 O.6& O.67F L kS .67 4 _ED B._43

Espectro 34. Espectro de RMN *H del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P*.
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usAm, Instituioco de Quimica. i RiDE )
Dr-E-Rayes /I -darcia
Clave: Fpp §&-7

Ho. Registro: 750
Ewpsr i mantor  Widragens H1 5

v oo e H14
H18
F::::ﬂ.:::::c- sZpul H1 ?I I_l

S—— T T
I
]

1.378
5. 054

5.083

H8 H3*

HB8 =

I,_'i.'!"

. 7. 250
_— .50
§.534
I"_i 18

‘I,_E 554

r'll ||k II I"., .‘!t.l f

o f \
1 ]
B ___J—'_’JJ e l\“‘ﬂ—\_n__ e __\_ﬂ____\_'__\_‘___h____.-l il,_ I __\__‘.\_}'I"‘L' I.'-\._ i
......... e B B e T o A . A S ML AN S S o s o e e e S i e e B e e B LA S e o H e i s
7.6 7.4 7.2 J.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 (1=l ]

Espectro 32. Ampliacion del espectro de RMN *H del (+)- Inofilum P y 12- Metoxi-(+)-Inofilum P* (6-8 ppm).
e
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umam, Inctituto de Quimica. (H. Rios)
Dr—ﬂ—n-rut;futrﬂarc1i

Clawe: Fpp &=7F

W, Begistro: rkd

Exper imento: Hidrogamo

Digolwamtiar CDC1R

War lanlncya =5 00RH: H ?

At i-EE-2018
rH7 =
1

Fulse Seguwence: £Jpul

File: sidilh

5378

-
e
-
o

LL

5,550
5.5

——1

H12 *
H12 H10
e
Z 1] !

-
| 2E
= F
e ] -
i 1]
-
.-
1 | LL
| | ~J1
| = I -
- | =
| - | it
-
' L g 15
1 - ,-;____.—
§

———— T T — v — ¥ —T T T T

—1 -
5-4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 aq.,

Espectro 33. Ampliacion del espectro de RMN *H del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P* (4-6 ppm).
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ﬂ.cetnnai ]

Uniad . Institwio de Ouimica. (H. Rios)
Dr-R-Reyes /I -Gar<ia

Clawver Fpp &-7

o . REagistiro: o

Exparimento: Hidrogsms

Bisolwente: COC13

VarianInova-S00MHE: [(G)

&br i V-Z6E=-2900

File: stalm | H"l"l*

Pulee Seguence: sipwl H1 .1 . ‘ ‘
-
=

.81

_
X

- —i.i88
e
1,181

— 1.0

—7.088

1.20713

——Tr—r— T T T T '
2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.0% 2.00 ppm

Espectro 34. Ampliacién del espectro de RMN *H del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P* (2-4 ppm).
R
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UMAN . Imstiteio de Quimica. (H. RiGE) H21 | CEI’E ¥
Or-R-Reysass  JC-Garcia

Zhar z Fpp 6-T7

Mo = I

e
warianinowva-SodEHz (3)
el 1=-28=-2010

1.357
it
=I..|..‘Ij'.l.

File: &tdlh
Pueles Sequance: sHpul
s |
| &
Frinl
- | | | |
- |

4
1,215

T — T T T T T T T T ' ' T
. 1.2 1.1 pPpm

Espectro 35. Ampliacién del espectro de RMN *H del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P (0-2 ppm).
e
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UNMAM. Instituto de Quimica (M. Rios)
Dr-R-Reyes //JC-Garcia

Clave: op -7

No. registro: 750

Experimento: Ci13

Oisolvente: COCI3
UnityInova~12S.7imMz (G)
ABrii1=-26-2009%

File: Carvon

Pulse Sequence: s2pul

C4b
Cs8b
C12b

~
—m -
- -

-
-~ 2

180 160

Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense

C16

g
c15/c14
C17 C18
)

121,80
127 512

\ 127,008

0
@

0
(2]

16,073 QO
§,000 —
12,110

"w

-

p
/

y -

C3

590

1

0

105.871 QO

2

386

—

127,608

— 127,512
27445

C6
c10

*

c12
-

Cc10

0
-
N

75,008
— 63,151

84,740
I— L

Espectro 36. Espectro de RMN *3C del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P*.
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UNAM. Instituto de Quimica (M. Rios)
Or-R-Reyes//IC-Carcla

Clave: Ffpp 6~-7

NO. registro: 750

Ixperimento: C13

Disolvente: CODCI13
Un't{lrﬁv.-l?S.?lInz (G)

-26~-200%

file: Carbon

Abri

Pulse Segquence: s2pul

12T 0O
-
(o]

(oo}

c14 Cc
c18

W

C12b

6,073
/—ll
1L

111,590 0

0

I
0
0

C

4
*
4|
(
|

0

o

o

=\

o 7—
112,110

(@]
Il
160.470 o]
160,184 — %
115,941

153,966
140078

—

4

{

, A . : \ W | ‘ £
Ll o e | L s Lk |G M L ki
5 ' " Tia0 3 115

T - v v ™— . - —y -
160 155 150 145 140 135S 130 125 120 ppm

Espectro 37. Ampliacién del espectro de RMN *3C del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P* (100-170 ppm).
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UNAN. Institutlo de Quimsica (M. ®M10%)
Or-R-Reyes//IC~Garcia

Clave: pp 6-7

No,. registro: 750

Exper imentor C13

Disolvente: COCIX
UnityInova-125.718H2 (G)
Abri1-26-2009

File: Carbon

Pulse Sequence: s2pul

c19
c20

26.890

C_G‘.-ra
= C21
*
C11 B c21 8§ =2
3 ik = = c22 33 ::22
: c11 H( 2 12
* L N
= 3 J
b aceNtona § =

JUN—1 N } } |

A T s k’*

38 28 26 24

Espectro 38. Ampliacion del espectro de RMN *3C del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P* (0-40 ppm).
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umAE. Instituwioc @ Quimica, (H. Rios)
Dr-R-Reyes /  fMo=Garcia acetona

Mo Regierros 750 CH3
Ewper imenta: Dept Ccera
SR -
File: Dapt C19" 20 C21
Pullss s-:q-ulnl:-u_' DEPT C11 1 =

=5 Caromatico '312 (g -1I === C21| L (_:2522

“fa 0 R C10 | oqg C12 OCHS L B
T g 23 I | |
CH CH20H CH3 | CH3
Ccera
Cara

"""" -7 L — T T T T T T T T T T T T T T T -
140 130 1Z0 110 io0o S0 &0 ;o ] 50 4 30 2o i0 Ppm

Espectro 39. Espectro de RMN *H-*C —Experimento DEPT- del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P*.
e
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UNAN . Ineliluio de Ouimica.
O =R =Rayes s /C-Gare la
Clave: Fpp &
Wo . Eegistro FE5@
Experimento: HIOHC

D solivemie: COC13

Var ianlmova-5008Hr (G)
AGF A I=ZE=20L0

File: gHEDHC

Pulis Segesmce: gHSHC

L™

)

I

L

[
LS

L

L

|
- - _._1.«-

|

i
Ty

[(H. Rios)

Te 'c19
aromatico cera |C20
C7 C11, | C21 c22
Cl2 12 c11 R
cs8 C3 C10 = | C10 '
' i o Wil
T A T Fr—— o i B
(ppm) H19H20 ¥
1 H22
i LH21
E—S H11 % acetona
CH20H H11
Ccera
3.
A8
17 15
DCH3 19 .sz | ”
] - 18, 14
a- 7 o 13
H1EH:[H12* E!I C4bl 4|
He RSy
o] X
i = H12 o’aa ﬁhza/j 2@\0/2%0 |
| 0. Pl |
s H3 21 ™ 1:. - R
L
| i
] . E=H Inofiwmu P i
!: H aromatico F=CH; IMetoxi- Inof dum P
1;n"""_"'1_z"']'__"_"1:1 [I_ B l;ll;‘ﬂ' o _Siﬂ_ o _B-ﬂ- o -?:D- -'_-r"—E‘ﬂ -_1-__5_ﬂ-'_— 40 '_—_3-1;_ —_.-E-U- o -;I.';I_l
FL [ppm)

Espectro 40. Ampliacién de RMN *H-*C —Experimento HSQC del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P*.
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UmsN . Iastituto dl l:l-ul-l:-l. (M. Rics) C15 L C?

O —-R—REy e s - s IC—0ar

o Realoaros. TS6 C16 | g:g
ek C17 |'|
Xarianizots Teenz (o) r"' c8 C3 3
Fila: gHSHE: I.. 'II r
Fulse Ssguence:?l SO J..r' ',0.““ L L} I
- ""ﬁum"lMWﬂmﬂ% g M e A A BN e _ _ww:ﬁ.m%:. g "I"=' r:,a._uq.
ii F2 é
—'  [(PPpmE l
H? — 5”‘: g
1 5.5—?
s,ug
H3 ) 3 S
H3 L R
s.z—i
E
5_13
HE8 —= =
% 6.6
ﬁ.ﬂj
E
H14 | 72
ws o | |
— T |
H18 —— 7.4
H16 \ T ———————————— e S— N
H17 128 126 124 izz 120 118 116 114 112

Espectro 41. Ampliacién de RMN *H-3C —Experimento HSQC del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P (100-130 ppm).
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. Emstituto de Quimics [(H. RAics)

Br=-R-Reyes s/ IC-Garcia
Clave: Fpp &-7

Ra, BEegistro: 1]
fxpar imento: HSGCD
Dissivente: CDHEI13I

Wwar laningwa-S00mHz [G)
Akr i 1=-28=-3010

H12
H10 H12 H10

Fila:s glsSQC ' l |

| | |
Falte Sequsnce: gnsac -'\.--"-J"’I W et “h".,—..-‘m"r.ﬁﬂ"“f‘mr-.,'l'- I“"Wﬂ" mWM_thmWﬁu*rl'\“‘%W-l e

H12 ——

' ————— T T T | T

TE 75 7a 73 i 71 ] 63 B8 &7 & ES 64 ]

Espectro 42. Ampliacion de RMN *H-*C —Experimento HSQC del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P (60-80 ppm).
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usnm, Instituto de Quimica. ([H. Eliei) C1 B
pr=R=Reyes s JC-Garcia

Claws: Fpp 6-7

mo. Registror il CED
Exper imanto:; HEQC

Disoiweante: D13
warianlinova-5S0dmHz [3)

abri i=28=2018 (311 C"I"I I || !I J; i L}
Futee Sequencer anses xﬂrh&uﬂlmm.-’l\.wu I'vfm'u""n" .'r'-*ﬂwwmmmmw!w ‘\%f\ﬂ_hmw% Rea
Iz 1 | | N - |
H19  H22 -—-.._%3 Cpom> J
H20 s ' - -
== = E _i.__,:_mcg_
) 1.0
H22 '-:—;‘a; 1.2 cera - e |
R : l
— ::"JJ 1.4 =&
H21 EN E .
f 1.6-
\ ]
, 3
|: 182
4: z.8
acetona H11_§ Ell - 1 |
= z.2 |
H11 {‘Jw 0
| ze S— N
Py 34 3z | 30 28 28 24 22 20 18 16 14 12 10
Fl1 (ppm)

Espectro 43. Ampliacion de RMN *H-'*C —Experimento HSQC del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P (0-40 ppm).

222



Caracterizacion Quimica y Actividad Antiviral (VIH-1) de Calophyllum brasiliense | 2012

..C cé6|Cc10c12 cera | C19,20
B miTas ot oarcia - (M- Rios) aromatico C8 cC23 C11| |
E:'.‘.“’Eig.ﬁe"?m?r FET ] OCH3) * C21 &
SoEameris k) I caz | < c22
wariandnoeva=S30Mar (9] |
bl 1=38=2010 C4 CEb
Fites grwec C2ic=oy | |cyp C13
Pulis Sdquence: gHHEBD 1
._._.?jl. '[:Epm }:—H"'I 9H22':?| Met il - !
- ! ettt I H22 I I I .
———-E%I ] H21 = T= -
3 2 acetona
= I
! CH2CI2
I 3 |
H23 e FOCH3 |
a1 |
—‘Egil E H12 = L =
] 5] H12
H7 1
H3 — 6 -
H8 ' ]
_} ?..u
Haromatico :'I [
Tiee | 140 1ze | 1ee  se  ee & Ze
F1 [ ppm)

Espectro 44. Espectro de RMN *H-*C —Experimento HMBC- del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P*.
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AN . Institeto de Quimica. ([H. RIoE) | | :
Dr-R-Reyes /  /JC-Garcia | I
B=T 11

E;'.'."-:igruﬂr?c 750 A | C1 2 C23
B ety COCYS i v | (OCH3) c12
b o P el 'C8B |
| ’ ‘
File: gHNBC — -Ir..l I"_“ |I | II [ 1 I- ] 1
Pulss Seguanca: ghmBc . MI'\-" _"\.-""lll. -.'Il." '\-._,w. n,h‘r‘-f"\.-"ff""'k‘-'“‘_wl.f"ﬂ I P P R N _..-__-_r_li-r_ 'l__.-" I"tﬁ{‘t ‘_{-.f_ﬂ_i_:i ,-.\.u :W}-}-'
F2 4
acetona j (ppm ) —
| |
| 3.0
A
H23 (ocHs) j 3.5 — .
4 = .
MeOH ™ 1
J 4.0
H12 ‘i} 4.5
]
| ] —
5.0
H12 ) i
.—k’ti e - e
H7Y Vs
1| -
H3 —T-,1 .0
: ] i
Hg ——-ﬁ R e -
L —_ T T T T —— —T T T T ——— e
Ta ?T? ?TE 75 74 T3 Fa 71 70 L3 ]
F1 (ppm)

Espectro 45. Ampliacién de RMN *H-*C —Experimento HMBC- del (+)- Inofilum P y 12-Metoxi-(+)-Inofilum P (60-80 ppm).
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UNAN . Imsiitwuio de Quimica. (M. Rilos) CE i !

Er-R-Rayes /s fI=Garcia |

Clave: Fpp &-7F i C’ID C12
o, Regisiro: 750 | 1

Expar |mento: MM Bl

Dieoivente: COCIS |

Var ianlnova-SadEsz (G) |

Abr i 1-2&=-2810
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Calophyllum species are sources of calanolides, which inhibit human immunodeficiency virus
type 1 reverse transcriptase (HIV-1 RT). The hexane extract of the leaves from C. brasiliense
collected in Soconusco, State of Chiapas, Mexico, analyzed by HPLC showed to contain apetalic
acid, calanolides B, and C. It showed potent anti-HIV-1 RT inhibition (ICs¢= 20.2 pg/ml), but
was not toxic in mice (LDsp=1.99 g/kg). The histological study of the mice treated at the
highest dose revealed no alteration on hepatocytes, and an increase in the number of spleen
megakaryocytes. These results suggest this extract is suitable to continue studies for
developing a phytodrug against HIV-1.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The genus Calophyllum (Clusiaceae) comprises ca. 180 tree
species with pantropical distribution [1]. Dipyrano-tetracyclic
coumarins active against immuno-deficiency human virus type
1 (HIV-1) have been isolated from several Calophyllum species
[2-7]. The most outstanding coumarin is (+)-calanolide A,
which has been shown to display potent and specific inhibition
of reverse transcriptase (HIV-1 RT) activity in vitro, and in
clinical tests [8], and low cytotoxicity on uninfected lympho-
cytes in vitro[2]. This compound has been synthesized, and is
currently in pharmacological research phases I/Il [9]. In the
American continent, Calophyllum genus is represented by

* Corresponding author at: Instituto de Quimica, Universidad Nacional
Auténoma de México, Circuito Exterior, Ciudad Universitaria, Delegacion
Coyoacan, CP. 04510, D.F, México. Tel.: + 52 5556224430; fax: + 52 56162217.

E-mail address: chilpa@servidor.unam.mx (R. Reyes-Chilpa).

0367-326X/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fitote.2011.06.006
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8 species [1]; among them, Calophyllum brasiliense has the
widest distribution from Argentine to Mexico [10]. In Mexico,
C. brasiliense is the only species of this genus; however, we have
found that this species is not chemically homogeneous, and at
least two populations can be found which are different in leaf
chemistry (chemotypes). The hexane extract of the first
chemotype (CTP1) contains mammea type coumarins [11];
while the second type (CTP2) produces mainly chromanones,
such as apetalic acid, and dipyranocoumarins, such as calano-
lides (Fig. 1); only the second chemotype is active against HIV-
1, and inhibits HIV-1 RT in vitro[6]. We have recently detected
by thin layer chromatography analysis that the leaf hexane
extracts of C. brasiliense from two regions of the State of Chiapas
(Mexico) may have a different chemical composition, but
related with chemotype 2. Chemodiversity in other species of
Calophyllum[5], such as C. inophyllum from Polynesia Islands
[12], as well as, Calophyllum species from Sri Lanka [13], has also
been reported.
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Fig. 1. Structures of (—)-calanolide B (1), (+)-calanolide C (2) and apetalic acid (3).

Research and development of phytodrugs generally in-
volve a shorter and relatively inexpensive development cycle
[14] as compared with those of synthetic drugs, which, in
addition, usually are limited by producing many side-effects.
Chemical, pharmacological, and toxicological profiles of crude
drugs and extracts are extremely important when developing
phytomedicines. Since C. brasiliense leaf extracts might be a
likely source of antiviral phytodrugs [15], we decided to
evaluate the properties of samples collected from two different
regions of the State of Chiapas, Mexico, and compared them
with the previous known chemotypes 1 and 2. The organic
extracts were tested for their HIV-1 RT inhibition in vitro. The
most active extracts were also characterized by their HPLC
profile, and evaluated for their cytotoxicity on human lympho-
cytes in vitro, and toxicity in mice. Post-mortem morphological
and histopathological studies of mice treated with the highest
HIV-1 RT inhibition dose as well as the lowest toxic dose of
active extracts were also carried out.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and preparation of extracts

Calophyllum brasiliense leaves were collected at Selva
Region, November (2008), and at Soconusco Region, October
(2008), both in the State of Chiapas, Mexico. Vouchers were
deposited at the National University of Mexico Herbarium
(MEXU) and at the IMSS Medicinal Herbarium (IMSSM) with
numbers 1246548 and 15523, respectively. Leaves were dried
at room temperature and then powdered (700 g). The extracts
were prepared by maceration with hexane, acetone and
methanol. Extraction with each solvent lasted 72 h, filtered,
and extracted again with new solvent until exhaustion (10
times for hexane and acetone, and 6 for methanol). The
organic extracts prepared with each solvent were pooled and
concentrated ‘in vacuo' in a rotary evaporator and residual
solvent was evaporated to dryness at room temperature. The
yields of the extracts were 3% (hexane), 7% (acetone), and 8%
(methanol).

Part of the Soconusco methanol extract was treated in
order to remove tannins [16]. Polyamide (50 g) was soaked in
water overnight, and packed in a glass column, adding on top
the extract sample (500 mg). Elution started with water,
followed by 50% methanol, and finally, absolute methanol.
The eluates were collected, combined and evaporated to
dryness. Samples of extracts of C. brasiliense chemotypes 1
[11] and 2 [6] previously obtained were used for comparison.
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2.2. HPLC analysis of hexane extracts from C. brasiliense

The hexane extracts were analyzed by HPLC (Waters 700) to
quantify (—)-calanolide B (1), (+)-calanolide C(2), and apetalic
acid (3) (Fig. 1), using a C-18 Silica Gel column (250 4 mm,
5 pm, Kromasil 100) with an UV-DAD detector (2487 DWAD,
Waters Co.) at 284 nm. The eluent was acetonitrile-water (6/4,
v/v) using an isocratic flow (1 mlimin~?') during 40 min.
Identification of the compounds in the extracts was carried
out by comparison with the retention times (RT) of pure
compounds previously isolated [7]. Each compound was
injected in triplicate at different concentrations (10, 25, 50 and
100 ppm) to establish the relationship between concentration
and absorbance. The values of the linear regression equations
were: y=46,697.95x —12,223.52, ? =099, p=<0.05, RT 32.89
(1), y=61,728x —680,388, 1°=0.97, p<0.05 (2), RT 34.82,
and y=40,059.51x —10,287.89, > = 0.99, p<0.05, RT 26.18 (3).
Each extract was dissolved in acetonitrile (0.75 mg/ml) and
injected for quantification; content of each compound is
expressed as mg/kg dry leaf.

2.3. Biological assays

HIV-1 RT inhibition of the extracts was screened, and ICsq
values were calculated. Their cytotoxicity was examined on
human lymphocyte cells (MT2), and CCs, values were
calculated. Toxicity on mice was determined as LDsq for the
most active extracts. Morpho-histopathological analysis of
the treated mice and controls was performed.

2.3.1. HIV-1 RT inhibition

The extracts were evaluated by a non-radioactive immu-
nocolorimetric assay (Lenti RT Activity Assay, Cavidi Tech) in
a microtiter plate reader (ELx 808, BIO-TEK Instruments) at
405 nm. The assay was performed according to the protocol
provided by the manufacturer. Each extract was dissolved in
DMSO with a maximum and innocuous concentration of 0.5%.
All extracts were first tested at 50 pg/ml. Reported values are
means of 5 replicates. 1Csp values were calculated only for
extracts that inhibited =50%. These extracts were tested at
seven concentrations (3.125 to 200 pg/ml) with increments
of 0.3 logarithm. Reported values are means of 3 replicates.
The concentration-response relationship was established by
linear regression equations. In the case of Soconusco extracts
equation values were: y=1.36x+2.99, ?=0925, p<0.05
(hexane), and y = 1.4x+2.92, 12 =0.952, p<0.05 (acetone).
For Selva hexane extract values were y=0511x+4.14,
?=0.990, p<0.05. Nevirapine, a non-nucleoside reverse
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transcriptase inhibitor (NNRTI) was used as a positive control
(0.001 pM to 1 mM) with increments of 1 logarithm.
Differences for anti HIV-1 RT extract activity were analyzed
by Kruskal-Wallis for independent samples, .= 0.05.

2.3.2. Cytotoxicity on human lymphocytes

The extracts were evaluated using the method previously
described by Mossman [17]. Human MT2 lymphocytes were
cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal
bovine serum, 0.25 mg/ml streptomycin and 100 mg/ml
penicillin G, in the presence of the extract. Culture was
maintained at 37 °C under 5% CO, humidified atmosphere.
Each extract was dissolved in DMSO with a maximum
concentration of 0.5% Twenty ml/well of MIT solution
(5mg/ml in PBS) were added four hours before the end of
the incubation period. After 48 h of incubation, cellular death
was determined with a microplate reader (ELx 808, BIO-TEK
Instruments) at 492/630 nm. The cytotoxicity test was based
on the values obtained in the untreated control, which was
considered as 100% cell viability. Only those extracts that
significantly inhibited RT activity were followed by CCsy
values determination and tested at seven concentrations
(3.125 to 200 pg/ml) with increments of 0.3 logarithm.
Reported values are means of 3 replicates. The concentra-
tion-response relationship was established by linear regres-
sion equations. In the case of Soconusco extracts equation
values were: y= — 2.27x + 8.43,r? =0.973, p<0.05 (hexane),
and y=—199x+864, ?=0998, p<005 (acetone). For
Selva hexane extract values were y=—2.13x+8.35,
2 =0.995, p<0.05.

2.3.3. Acute toxicity test on mice

Only the Soconusco hexane and acetone extracts, and
the Selva hexane extract, which showed HIV-1 RT activity,
were examined for acute toxicity in vivo. Male mice (Mus
musculus) strain CD1 (Charles River), body weight 26 +4 g,
were provided by the School of Medicine of the National
University of Mexico (UNAM). The animals were kept under
standard conditions in ventilated boxes (12 h light/dark and
274+2°C) and fed with RatChow™. The protocol was
adjusted to the “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (NIH Publication No. 80-23; revised 1978) [18].
The median lethal dose (LDsp) was determined over a
period of one week, and was calculated by linear regression
following Litchfield-Wilcoxon method for 95% confidence
limits. The extracts were administered via intraperitoneal
(i.p.) using corn oil as vehicle (Mazola®). The Soconusco
hexane and acetone extract doses were 0.562-5.62 g/kg
with increments of 1/4 logarithm and the Selva hexane
extract doses were 0.316-1g/kg with increments of 1/6
logarithm. The control mice group was treated with 0.9%
saline solution (SS). The linear regression equations for the
dose-response relationship were: y=3.36x —2.74,
r2=0.973, p<0.05 and y=2.72x—1.14, r’=0.878,
p<0.05, for hexane and acetone extracts of the Soconusco
collection respectively, and y=>5.14x —4.56, r=0.954,
p=0.05 for hexane extract of the Selva collection.

2.3.4. Neuropharmacological profile
The neurobehavioral effect of extracts on control and
treated mice was analyzed with Irwin's test [19] which
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evaluates coordination, exploratory, and motor activities. The
test comprised an initial phase of observation without
handling the animal, and a late stage of handling (1 h before
and 1h, 3h and 5h after extract administration) during
which the behavioral change of each animal was studied.

2.3.5. Morphological and histopathological study

Since the Soconusco hexane extract showed the lowest
ICsp, and the highest LDsg, necropsy of the dead mice was
carried out after administration of the highest dose
(5.62 g/kg). Mice were euthanized according to the Interna-
tional Standards previously quoted. All visible organs were
macroscopically examined. Brain, heart, liver, spleen, lungs,
kidneys, and testes were weighed (absolute organ weight).
The ratio organ weight to body weight (relative organ
weight) was calculated on the basis of body weight at the
day of necropsy. The weight of the paired organs (testes,
kidneys, lungs) was measured separately, and the bilateral
weight was also calculated. Fresh organ weight after
necropsy was analyzed by Student's test for independent
samples, o =0.05. Liver, spleen, and lungs were fixed in 10%
neutral buffered formalin. After usual processes of dehydra-
tion, clearing and infiltration, the organs were embedded in
paraffin wax and sectioned into 5-7 pm slices through
Microm HM335E Microtome. The tissues were stained
with hematoxylin and eosin. The slides were examined
and photographed microscopically through ZEIZZ Micros-
copy Axiostar plus HBO50/AC Model using achromatic plane
objective (40x and 100x ) coupled CANON Power Shoot G6
(7.1 Mp) camera.

2.3.6. Statistical analysis
All data were processed by using MiniTab™ version 15
Software.

3. Results and discussion
3.1. HPLC analysis of hexane extracts from C. brasiliense

The hexane extracts of the leaves of C. brasiliense collected
at Soconusco and Selva regions of the State of Chiapas,
Mexico, as well as, those from Chemotypes 2 and 1 showed a
characteristic HPLC profile each (Fig. 2). The first three
extracts contained different amounts of calanolides and
apetalic acid, whereas the CTP1 only showed traces of apetalic
acid, but not calanolides. The most abundant compound was
apetalic acid, especially in the CTP2, followed by Soconusco,
Selva, and CTP1 extracts. (—)-Calanolide B at the highest
concentration was found in CTP2, followed by Soconusco, but
was missing in CTP1 and the Selva extract. (+)-Calanolide C
at the highest concentration was found in the Soconusco
extract, followed by the Selva extract, but undetectable in,
CTP1 and CTP2 (Table 1).

The (—)-calanolide B[2], and (+ )-calanolide C[7] have been
identified as HIV-1 specific RT inhibitors, while apetalic acid is
inactive on HIV-1RT. Currently ( —)-calanolide B ( = costatolide)
is under preclinical studies [20], and might be an alternative to
(-+)-calanolide A, which is found in low concentrations in
Calophyllum species. For instance, (—)-calanolide B was
obtained in an overall yield of 10.6% from the latex of
C. teysmannii [21]. (—)-Calanolide B has been obtained in yields
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Fig. 2. Chromatograms of Calophyllum brasiliense hexane extracts. Soconusco
3. Apetalic acid.

three times higher than that of (+)-calanolide A in C. brasiliense
leaves [7]. The production of (—)-calanolide B in vitro callus of
C. brasiliense leaf culture has been reported 3-fold higher than
that from the greenhouse, and wild plant leaves [22].In addition
to known compounds, calanolides B and C, and apetalic acid,

Table 1

Content of calanolides and apetalic acid from the hexane extracts of the
leaves from four collects (CTP1, CTP2, Selva and Soconusco) of Calophyllum
brasiliense.

Compound mg/kg dry leaves CTP1  CTP2 SELVA  SOCONUSCO
(—)-Calanolide B (1) ND. 68185 N.D. 509.2
(+)-Calanolide C (2) ND. N.D. 149.71 2115.81
Apetalic acid (3) 205.08 1681.85 942.31 1301.08

N.D. not detected.

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Minutes

(SC), Selva (SV), CTP2, and CTP1 collection. 1. (—)-Calanolide B, 2. (+)-Calanolide C,

the Soconusco sample contained two major unidentified peaks
with retention times of 31.35 min and 37.49 min, respectively.
The Selva sample contained calanolide C, and apetalic acid, and
one unidentified peak with a retention time of 36.29 min.
The identity of the unknown compounds is currently under
investigation. It is known that besides calanolides, Calophyl-
lum species may contain other important coumarins with
potent HIV-1 RT inhibitions such as: (+ )-inophyllum B and
P, soulattrolide, (+)-cordatolide A and (—)-cordatolide B
[3.4].

Calophyllum brasiliense is a widely distributed species in
the American continent, from Brazil to Mexico [1], and is
therefore chemically diverse. Previous results from our
research team, has shown that C brasiliense growing in
Mexico contains only prenylated xanthones [23]. The leaves
synthesize mainly chromanones, such as apetalic and isoapetalic
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acid and calolongic acid, and tetracyclic dipyrano-coumarins:
(+)-calanolide A, (—)-calanolide B or costatolide, (+)-
calanolide C, and soulatrolide [6,7]. However other speci-
mens in Mexico synthesize mainly mammea-type coumarins
in the leaves, such as mammea A/BA, A/BB, B/BA, B/BB, C/OA,
C/OB, B/BA cycle F, B/BB cycle F and isomammeigin [11].
Regarding trees growing in Brazil, other research groups
have found similar compounds. The heartwood contains
simple and prenylated xanthones [24]. The leaves synthesize
(—)-mammea A/BB [25]. The stem bark contains different
coumarins, such as: inophyllums A, C, D, E, calanolides A, C;
brasimarins A, B, C, calanone, mammea B/BB, calocoumarin A
and the denominated trivially like GUT-70 [26]. However, until
now only the content of (—)-mammea A/BB coumarin has been
quantified by HPLC in extracts from the leaves, stems and fruits
from Brazil [25].

3.2. HIV-1 RT inhibition

The hexane extracts of C brasiliense leaves collected
in Soconusco, and Selva, as well as CTP1 and CTP2 tested at
50 pg/ml were able to inhibit HIV-1 RT. The Soconusco extract
showed the highest inhibition (54%) while CTP1 was complete-
ly inactive at the same concentration (Fig. 3A). These differences
were statistically significant. The acetone and methanol extracts
of Soconusco also inhibited HIV-1 RT (Fig. 3B). Positive control,
nevirapine, inhibited 95% HIV-1 RT at the same concentration.
The HIV-1 RT ICsg was calculated for the hexane and acetone
extracts of Soconusco as 30.2 pg/ml and 30.9 pg/ml, respective-
ly. These values are similar to that previously reported for CTP2
hexane extract (ICsp =29.6 pg/ml) [ 7]. The Selva hexane extract
resulted less potent (ICso=47.9 pg/ml) as compared with the
above mentioned extracts (Fig. 4A). Nevirapine had an
IC50=0.1pM (26.6 ng/ml). Regarding HIV-1 RT inhibitory
properties of plant extracts, some authors have pointed out
that an ICsp <50 pg/ml may be considered potent [16,27].
Therefore, Soconusco (hexane, acetone) and, Selva (hexane)
extracts can be included in this category. Although the
Soconusco methanol extract also inhibited HIV-1 RT, its activity
was sharply reduced after tannins were removed (Fig. 3B). A
similar reduction in HIV-1 RT inhibition of the acetone extract
was observed after tannin removal (from 47.4% to 24.6%) using
the same method. It is known that polar extracts, specially those
of methanol, may contain tannins and other polyphenol-like
compounds able to inhibit HIV-1 RT [16], DNA topoisomerases |
and I1[28], and the binding of HIV-1 gp120/CD4 T-cell receptor
[29]. Since tannins show high affinity for proteins and affect
biochemical reactions, they are generally considered as unse-
lective inhibitors [30].

3.3. In vitro and in vivo toxicities

The hexane and acetone extracts from the Soconusco
leaves showed cytotoxicity against human lymphocytes in
vitro (CCsp=132.36 and 66.01 pg/ml, respectively), while the
hexane extract of the Selva showed a CCsp=38.02 pg/ml
(Fig. 4B). A low cytotoxic profile has been proposed for a
CCs0>200 pg/ml on MT2 cells [27]. In consequence, based on
the previous parameters, these extracts are potentially toxic
in vitro. However, the in vivo lethal dose of both Soconusco
extracts was “slightly toxic” i.p., to mice according to Hodge &
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Fig. 3. Anti-HIV-1 RT activity of organic extracts from Calophyllum brasiliense
leaves. (A): Hexane extracts of Soconusco (SC), Selva (SV), CTP2 and CTP1
samples. (B): Extracts of Soconusco collect: Hexane (SC), acetone (ASC),
methanol (MSC) and methanol without tannins (MSC-T). Values are mean +
S.EM. Letters mean statistically significant differences (p<0.05).

Sterner [31], hexane (LDsp=1.995 g/kg, lower limit 1.296 g/kg
and upper limit 3.073 g/kg), and acetone extracts
(LDsp=1.809 g/kg, lower limit 1.045 g/kg and upper limit
3.129 g/kg). The Selva hexane extract was “moderately toxic”
(LDsy=10.725 g/kg, lower limit 0.545 g/kg and upper limit
0.963 g/kg) (Fig. 4C) [31]. During in vivo toxicity assays, it was
observed that i.p. administration of extracts at the highest
dose caused a decrease in spontaneous motor activity of the
treated mice. Exploratory conduct was also significantly
reduced and caused failure of motor coordination (data not
shown).

Differences in toxicity of the Soconusco extract in vitro and
in vivo could be due to metabolism of its chemical
constituents, especially apetalic acid. This compound has
been reported as cytotoxic to human cervical epitheloid and
oral epidermoid carcinoma cells with a CCs9<20 pg/ml, [32],
and could also be toxic for human lymphocyte cells. In
addition, chroman-4-one acids, such as calolongic and
isocalolongic acids, have been reported to sharply reduce in
vitro respiration of mitochondria from Pisum sativum|33]. Itis
likely that apetalic acid, which has a chroman-4-one skeleton,
may also inhibit mitochondrial respiration in vitro; however
this compound could be metabolized in vivo, since no
microscopic injuries were observed in liver and spleen.

3.4. Morphology and histopathology
As part of the safety preclinical studies, the effect of the

Soconusco hexane extract was studied on organs of the dead
mice treated with the highest dose (5.62 g/kgi.p.). No
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Fig. 4. Concentration-response curves of organic extracts from Calophyllum
brasiliense leaves. (A) Inhibition rates on HIV-1 RT (IC50), n=3. (B) Cell
viability of lymphocytes MT2 (CC50) n=3. (C) Toxicity in mice strain CD1
(LD50), n= 6. Hexane (SC), and acetone extract (ASC) Soconusco collect, and
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differences on body and organs weight were observed; the
only noticeable alteration in the organ morphology was the
lungs' petechiae when compared with the control group.
The histopathological study of the liver revealed that the
structure is preserved with an increase in the number of
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endothelial and Kupffer cells, the blood vessels were dilated
buterythrocytes were not abundant; regenerative processes
were also observed, characterized by an increased number
of binuclear hepatocytes (Fig. 5A and B). No injuries on
spleen tissue were observed, but an increase in the number
of megakariocytes (Fig. 6A and B), some of them as syncytium
or in the process of karyokinesis (Fig. 6C and D). These features
suggest that the Soconusco extract may have immuno-
stimulatory effect. In this regard, it has been reported that the
methanol extract of C. brasiliense roots induced spleen cell
growth of mice in vitro, either in the absence or presence of
phytohemagglutinin [34]. The petechiae observed during
macroscopical organ observation, and the congestion of lung
blood vessels revealed by the histological analysis, suggested
that treated mice suffered pre-mortem respiratory distress, and
arealsoindicated by the fragility and rupture of alveoli (Fig. 7B),
and that this was the main cause of death. The above suggests
that this extract may have vasodilatory effects, and might have
also antihypertensive properties. Control mice also suffered
alveoli rupture, but this can be attributing to death by cervical
dislocation (Fig. 7A).

Fig. 5. Photomicrographs of mouse liver. (A) Control. (B) After treatment
with 5.62 g/kg i.p. of Soconusco hexane extract of the leaves (x40 and x100).
Note that architecture is preserved, but blood vessels are dilated. Hepatocyte
(H), binucleated hepatocyte (Hb, *), nucleus (n), blood vessel (v),
erythrocytes (e), endothelial cells (ec), Kupffer cells (Kc, *).
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Fig. 6. Photomicrographs of mouse spleen. (A) Control. (B) After treatment
with 5.62 g/kg i.p. of Soconusco hexane extract of the leaves (x40). Note that
the number of megakariocyte (MK, *) is increased. (C and D) Zoom of B
showing megakariocytes with mitotic figures(x100). Lymphoid tissue (L).

4. Conclusion

The leaf hexane extracts of C brasiliense collected at
Soconusco and Selva, Chiapas, Mexico showed qualitative and
quantitative changes in their chemical composition by HPLC

Fig. 7. Photomicrographs of mouse lung. (A) Control. (B) After treatment
with 5.62 g/kg i.p. of Soconusco hexane extract of the leaves (x40 and x100).
Note that the blood vessels are congested and show alveoli rupture (arrow).
Erythrocytes (e).
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as compared with the previously described chemotypes 1, 2.
The Soconusco extract showed the highest HIV-1 RT
inhibition. The dipyranocoumarins (—)-calanolide B and
(+)-calanolide C are responsible for anti HIV-1 RT properties;
however other unidentified compounds may also be contrib-
uting. This extract was slightly toxic to mice, and no injuries
were observed in liver and spleen tissue. These findings
suggest that research aimed to develop an anti-HIV-1
phytodrug based on this extract is suitable.
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