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RESUMEN

Los extractos de hojas de las 21 especies de Clusiaceae que crecen en
México fueron evaluados respecto de sus propiedades inhibitorias sobre la
transcriptasa reversa del VIH-1 mediante un ensayo inmuno-colorimétrico no
radiactivo. Adicionalmente, se llevaron a cabo 2 ensayos en los que se evaluo la
toxicidad sobre células linfociticas y finalmente, se examinaron las propiedades
inhibitorias de los extractos activos sobre la replicacion de IIIb/LAV VIH-1 en un
sistema celular. Los extractos de 5 especies (23.8%) mostraron una inhibicion
potente (=70%) sobre la TR VIH-1, pero solo 4 mostraron baja toxicidad a c¢lulas
linfociticas humanas MT2. Los extractos de Calophyllum brasiliense (hexano) y Clusia
quadrangula (CH2Cl>-MeOH), fueron los mas potentes e inhibieron in vitro la TR
VIH-1 con una ICsp= 29.6 pg/ml y 42 pg/ml, respectivamente. La toxicidad de
estos extractos sobre células MT2 se observé con valores de ECs0=92.5 pg/ml y 91
pg/ml, respectivamente. Adicionalmente, el extracto hexanico de C. brasilicnse,
mostré una inhibicion potente sobre la replicacion viral (EDs0=37.1 pg/ml) en el
ensayo realizado en células, mientras Clusia quadrangula fue menos activa (EDsp=
124 pg/ml).

El aislamiento de los compuestos responsables de la actividad anti VIH del
extracto hexanico de las hojas de C. brasiliense se realizo mediante fraccionamiento
cromatografico biodirigido utilizando los ensayos previamente mencionados. Los
compuestos obtenidos fueron identificados mediante técnicas espectroscopicas
como RMN'H y RMN'C, asi como experimentos bidimensionales homonucleares
(COSY) y heteronucleares 'H-*C (HMQC y HMBC). Los compuestos activos son
las dipiranocumarinas, calanélidos A, B, C y soulattrélido que se encuentran en
bajas concentraciones. En contraste, los compuestos mayoritarios aislados, como
acido apetalico, acido isoapetalico, un isomero estructural del acido isoapetalico,

friedelina y canofilol, carecieron de actividad inhibitoria sobre TR VIH-1.
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El extracto acetonico de C. brasiliense mostrd potente inhibicion sobre la TR
VIH-1, lo cual se debe a la presencia de calanolidos, pero fue toxico a células MT2,
este efecto se debio al biflavonoide amentoflavona, cuya alta toxicidad fue
determinada.

El extracto metanoélico de C. brasiliense mostré una potente inhibicion sobre
TR VIH-1, lo cual podria deberse a la presencia de taninos. Dicho extracto, no
mostro efectos toxicos sobre linfocitos MT2 pero presenté una pobre inhibicion
sobre la replicacion viral en sistema celular.

Los resultados obtenidos en este estudio, apoyan la idea de que la
familia Clusiaceae es una fuente potencial de productos naturales con actividad
antiVIH. El calanolido C fue obtenido por primera vez como un producto natural y
evaluado sobre TR VIH-1. El aislamiento de los calanélidos A, B y C de C.
brasiliense constituye el primer reporte de la presencia de estos compuestos en las
hojas de una especie americana y con amplia distribucion en territorio nacional.
Este hecho es interesante, puesto que C. brasiliense podria ser una fuente natural del
(+)-calandlido A, el cual es un inhibidor potente de TR VIH-1 y que se encuentra
actualmente en la fase II/Ill de la evaluacion clinica, y a futuro, podria

incorporarse al cuadro de medicamentos en la terapia VIH/SIDA.

X111



ABSTRACT

The organic extracts of 21 plant species of Clusiaceae from Mexico were
screened for anti HIV-1 reverse transcriptase activity in a non-radioactive immuno
colorimetric assay. Additionally, we carried out 2 assays for evaluating toxicity on
lymphocytic cells and inhibition of viral replication in a cellular system. The
extracts of 5 species (23.8%) exhibited significant inhibition (=70%) of HIV-1 RT
activity; but, only 4 extracts showed reduced toxicity to human lymphocytic MT2
cells and were further tested as inhibitors of HIV-1 IlIb/LAV replication in a
cellular system. The best extracts were Calophyllum brasiliense (hexane) and Clusia
quadrangula (CH2Cl>-MeOH), which inhibited HIV-1 RT (ICso= 29.6 pg/ml and 42
pg/ml), and showed an ECso= 92.5 pg/ml and 91 pg/ml on MT2 cells, respectively.
However, only Calophyllum brasiliense hexane extract showed significant inhibition
on viral replication (EDs0=37.1 pg/ml), while Clusia quadrangula was less active
(EDso= 124 pg/ml).

The hexane extract of Calophyllum brasiliense leaves was fractionated
following the 3 bioassays previously described. Isolation of active compounds was
carried out by column chromatography and HPLC. Compounds were identified by
spectroscopic techniques, such as, THNMR and »BCNMR, including two-
dimensional homonuclear (COSY) and heteronuclear (HMQC and HMBC)
experiments. These compounds are four dipyranocoumarins: calanolides A, B, C
and soulattrolide. Other isolated compounds such as apetalic acid, isoapetalic acid,
a structural isomer of isoapetalic acid, friedelin and canophyllol, were devoid of
HIV-1 RT inhibitory activity.

The acetone extract of C. brasiliense, also showed potent inhibition on HIV-1
RT but was cytotoxic to MT2 cells. Antiviral activity was due to traces of
calanolides. Amentoflavone was also isolated and could be responsible of the toxic

cffects exhibited by whole extract.
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The methanol extract of C. brasiliense inhibited HIV-1 RT, was not toxic on
MT2 cells but was unable to inhibit HIV-1 IIIb/ LAV replication in a cellular system.
These antiviral activities could be attributed to tannins.

Our results support the idea that plant extracts represent a valuable
source for potential anti HIV compounds. This is the first report of the isolation of
calanolides A, B and C from C. brasiliense leaves in American species. Calanolide C
was obtained as a natural product for first time and showed moderate inhibitory
properties. Particularly, (+)-calanolide A, a natural product, is considered as a
potent inhibitor of HIV-1 RT, that is currently being tested in phase 11/1lI clinical

trials.
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I. INTRODUCCION

En 1981 se dieron a conocer los primeros reportes de una nueva
enfermedad humana, el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
caracterizada por un severo dano inmunoléogico (Gottlieb M. S., et al., 1981). El
virus causante del SIDA fue identificado y denominado como Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Barré-Sinoussi F., et al., 1983; Wong-Staal F. y R.
C. Gallo, 1985; Levy ]. A., et al., 1985; Coffin ., et al., 1986). También, se identifico
que el principal blanco de la infeccion por VIH son los linfocitos CD4*, los cuales
presentan una disminucion progresiva en personas infectadas por este virus
(Dalgleish A. G., et al., 1984).

Se calcula que actualmente mas de 40 millones de personas estan infectadas
con VIH y que 21 millones de muertes se han registrado alrededor del mundo
debido a este padecimiento. Tan sélo 3 millones de personas murieron en el
pasado ano 2003 y se estima que 15,000 personas se infectan con el virus cada dia
(UNAIDS, 2004).

En el ciclo replicativo de este virus se han determinado procesos especificos
que son blanco de farmacos en el tratamiento de VIH/SIDA, como la transcripcion
del ARN viral en un ADNc de doble cadena, proceso regulado por la enzima
transcriptasa reversa (TR).

La FDA (Administracion de Drogas y Alimentos de los E. U. A) ha
aprobado hasta el momento 20 farmacos dirigidos a diferentes blancos virales para
su uso en pacientes infectados con VIH. A pesar de que estos tratamientos han
mostrado efectividad en el control de la infeccion (De Clercq E., 1999), estos
beneficios son limitados por riesgos asociados con el uso prolongado de los
farmacos (De Clercq E. 2000), pero sobretodo por el rapido desarrollo de
resistencia a ellos (Raulin |, 2002). Surge entonces una continua necesidad de
buscar nuevas sustancias inhibidoras de VIH con baja toxicidad que pudieran

ofrecer alternativas en la terapia contra el VIH/SIDA.



En esta busqueda de nuevas sustancias quimicas con posible actividad
inhibitoria sobre el VIH y en especial sobre la TR, se han considerado a los
productos naturales. En particular, destacan los metabolitos secundarios como las
piranocumarinas aisladas de diferentes especies de la familia de angiospermas
Clusiaceae. Entre las piranocumarinas mas exitosas se distingue el (+)-calanolido
A, que actualmente se encuentra en la fase II/IIl del estudio clinico (Sarawak
MediChem Pharmaceuticals, Inc., 2004).

Dado que la familia Clusiaceae representa una fuente potencial de nuevas
sustancias quimicas capaces de inhibir TR VIH-1, en el presente estudio se ha
llevado a cabo un sondeo del total de las especies de Clusiaceae que se localizan en
México respecto de sus propiedades inhibitorias sobre TR y sobre la replicacion de
VIH-1 in wvitro, asi como la evaluacion de sus efectos citotoxicos sobre linfocitos
humanos. Adicionalmente, en los extractos seleccionados, se identificaron

plenamente los compuestos quimicos responsables de estas actividades inhibitorias.
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II. ANTECEDENTES

1. VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA
1.1  Clasificacion y Estructura

El agente etiolégico del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) es un retrovirus, el cual ha sido nombrado como Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Barré-Sinoussi F., et al., 1983; Wong-Staal F. y R.
C. Gallo, 1985). A nivel de género se encuentra ubicado como Lentivirus, donde sus
miembros son asociados con largos periodos de incubacion y tienen como blanco
diversos linajes de células hematopoiéticas, particularmente linfocitos (Freed E. O.
y Martin M. A., 2001). Otros virus similares que infectan diversas especies incluyen
al virus visna/maedi (oveja), virus de artritis/ encefalitis caprina (VAEC), virus de
anemia infecciosa equina (VAIE) y los virus de inmunodeficiencia felina (VIF),
bovina (VIB), y de simios (VIS). Hasta el momento han sido identificados y
caracterizados 2 tipos: VIH-1 y VIH-2 (Coffin J. A., et al., 1986). El primero, se
distribuye ampliamente alrededor del mundo, pero con una alta prevalencia en
Africa Central, Europa, Asia y Estados Unidos. A pesar de que las infecciones con
VIH-2 estéan localizadas principalmente en paises del oeste de Africa, individuos
infectados con VIH-2 han sido también detectados en Europa, Sudamérica, Estados
Unidos, Asia y Australia (Evans L. A., Levy J. A, 1993). La ultraestructura del VIH-
1 y VIH-2 es similar, lo cual se demuestra en el tropismo hacia la misma c¢lula
hospedera; sin embargo, la homologia del total de la secuencia de nucleotidos
entre ambos tipos es aproximadamente del 40% (Guyader M., et al., 1987).

Al igual que otros lentivirus, las particulas maduras de VIH
presentan un diametro caracteristico de 100-120 nm y estan cubiertos por una
membrana que rodea a la capside y a la nucleocapside de forma conica (Figura 1).

Las particulas virales tipicamente esféricas, poseen 2 copias de ARN (de polaridad



positiva) y las enzimas transcriptasa reversa (TR), proteasa (PR) e integrasa (I)
(Evans L. A., Levy J. A., 1993; Freed E. O. y Martin M. A., 2001).

Figura 1. Representacién esquematica de un virién maduro de VIH-1.

(hup:/ / www.pmsida.gov.ar/infeccion] . him}

El genoma de VIH-1 consta de s6lo 3 genes que codifican para
proteinas estructurales: gag, pol y env. Estas protefnas estructurales son
inicialmente sintetizadas como precursores de poliprotefnas y subsecuentemente
son procesadas por proteasas virales 6 celulares en particulas maduras. El
precursor Gag Pr55 tiene como productos las protefnas de la matriz (MA) p17,
capside (CA) p24, nucleocdpside (NC) p7 y p6. Por otra parte, la autocatalisis del
precursor Gag-Pol Pr160, da la proteasa (PR), la transcriptasa reversa (TR) y la
integrasa (IN), mientras que la digestién proteolitica por enzimas celulares



convierte el precursor Env gp160 en los proteinas de superficie (SU) gp120, y la
transmembranal (TM) gp41. Las restantes 6 genes (Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu y Nef)
codifican para proteinas accesorias que participan en procesos de regulacion de la

expresion/replicacion viral y que son productos de la traduccion primaria del

procesamiento de ARNm (Figura 2).

rev, p19
vif L 11
5'LTR > P2 | vpu env 3'LTR
Bif ; p16 nef
1 vpr
l ! = pII,S tat, p14 pav
Precursor Gag-Pol, Pr 160
* Proteasa, p10 Precursor Env, gp160
* Integrasa, p32
* Transcriptasa * Glicoproteina de
Precursor Gag, Pr55 reversa, p66, p51 superficie, gp120
* Glicoproteina
«  Matriz, p17 transmembranal,
« Capside, p24 itz gpl Proteasa
* pébyp7 et celular

Figura 2. Procesamiento de proteinas virales.

(Modificado de Levy | AL, 1998)
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1.2 Ciclo Replicativo

El ciclo replicativo de VIH-1 puede llevarse a cabo en 10 pasos
(Cos P., et al., 2004) (Figura 3). Comienza con la interaccion de viriones libres con la
célula (1). Esta union se lleva a cabo mediante las glicoproteinas virales gp120 (SU)
y gp4l (TM), asi como con los receptores CD4* (Dalgleish A. G., et al., 1984;
Klatzmann D., et al., 1984) y los coreceptores de quimiocinas CXCR4 6 CCRS5 de la
celula hospedera. Estos receptores son requeridos para la union y fusiéon del virus
(2) (Fauci A. S, et al, 1996). Como es caracteristico de los retrovirus,
inmediatamente después de la fusion de la membrana viral con la membrana
celular, las particulas virales parcialmente desnudas, quedan libres en el
citoplasma (3) y se inicia la transcripcion del ARN viral en un cADN de doble
cadena (Hu W. S. y Temin H. M., 1990). Este proceso es regulado por la enzima TR
(4) (Freed E. O. y Martin M. A,, 2001). El ADN (producto de la retrotranscripcion)
es transportado a través del citoplasma hacia el interior del nucleo donde es
integrado al ADN cromosomal de la célula hospedera mediante la integrasa (5),
que forma parte del complejo de preintegracion (Pullen K. A. y Champoux J. |,
1990). El ADN viral integrado sirve como molde para que la ARN polimerasa
dependiente de ADN (Pol II) sintetice los ARNm (6) que son traducidos en
proteinas virales en el citoplasma de las células infectadas (Evans L. A, Levy J. A,
1993). El precursor de las glicoproteinas gpl160 y las poliproteinas de Gag y
Gag/Pol son transportadas por vias independientes hacia la membrana. Estas
ultimas participan en la formacion de particulas esféricas que contienen las
glicoproteinas virales TM y SU (7), y que emergen de la célula (8) como viriones
inmaduros (9) (Berman P. W.,, Nunes W. M., Haffar O. K., 1988). La protedlisis
subsecuente, mediada por la proteasa ubicada en el virion inmaduro, genera
particulas maduras que contienen la nucleocapside conica caracteristica de los
viriones maduros (10) (Katoh L, et al., 1985). La protedlisis puede ocurrir durante o
inmediatamente después de que la particula viral deja la célula (Freed E. O. y

Martin M. A., 2001; Goff P., 2001).
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Figura 3. Ciclo Replicativo del VIH-1.
(Cortesia de C.Soler).
1.3  Transcriptasa Reversa de VIH-1

La enzima TR de VIH-1 es un heterodimero de 2 subunidades
de 66 (p66) y 51 kDa (p51). La subunidad p51 es derivada de la subunidad p66



como producto de la remocion proteolitica de 15 kDa de p66 llevada a cabo por la
PR de VIH-1 (Freed E. O., Martin M. A., 2001) (Figura 2). La estructura de la TR de
VIH-1 fue determinada mediante cristalografia de rayos X. La estructura cristalina
muestra un plegamiento asimétrico en el cual las orientaciones de p66 y p5l1
difieren sustancialmente (Jacobo-Molina A., et al., 1991; Arnold E., et al., 1992;
Kohlstaed L. A., et al., 1992).

La subunidad p66 puede ser visualizada con fines didacticos
como una mano derecha (vista con la palma hacia arriba) que incluye el sitio activo
de la polimerasa, conformado como una marcada hendidura formada por los
dominios de la “palma”, “dedos” y “pulgar” (Figura 4) (Jacobo-Molina A., et al.,
1993). El dominio de la polimerasa esta unido a la ARNsa por el subdominio de
conexion. El sitio activo, localizado en la “palma”, contiene tres residuos de acido
aspartico (D) determinantes: D110, D185 y D186, que se localizan muy proximos
entre si y en coordinacion con dos iones de Mg? (Huang H., et al, 1998).
Mutaciones de estos residuos de D anulan la actividad de polimerasa de la TR. La
subunidad p51 muestra una estructura rigida que no forma parte de la hendidura
de polimerizacion (Arnold E., et al., 1992; Flint S. ]., 2000).

Como se ha mencionado anteriormente, la TR cataliza la
retrotranscripcion de una cadena sencilla de ARN en una doble cadena de ADN
durante la fase temprana del proceso infeccioso. Esta reaccion se lleva a cabo en
conjunto con la actividad de RNasaH. La TR de VIH-1 presenta tres funciones
enzimaticas: 1) polimerasa (dirige la sintesis de ADN a partir de ARN, para la
formacion del ADN de polaridad negativa); 2) RNasaH (degrada el iniciador de
ARNt y el ARN molde presente en el hibrido intermedio de ADN-ARN; 3)
polimerasa de ADN a partir de ADN (polimeriza la cadena positiva de ADN vy
subsecuentes copias de ADN) (Flint S. ]., 2000; Goff P., 2001).

La TR presenta una alta tasa de mutacion durante la
replicacion, debido a que carece de un sistema de exonucleasa para la reparacion y

muy frecuentemente, el molde que sirve como base para la TR, cambia durante la



transcripcién reversa (Evans L. A, Levy J. A., 1993; Coffin ]. M., 1995). La tasa del
total de mutaciones in vivo de VIH-1 que comprende sustituciones, cambios en el
marco de lectura, deleciones simples y deleciones con inserciones, se calcula en 3 x
10 por ciclo replicativo. De la misma manera, las tasas de mutaciones in vivo de
otros retrovirus (como BLV y MuLV) se observaron entre 2 y 10 veces menores que
las de VIH-1 (Mansky L. M., Temin H. M., 1996).

S0 de union de LG 2

ITRNN . # R
yL =
) i~ pS1
7 Y
"45 '\.. -

Figura 4. Transcriptasa Reversa de VIH-1.
(Modificado de Flint S. ], et al., 2000).

2. TERAPIA ANTIRETROVIRAL
21  Farmacos en la Terapia de VIH/SIDA

A 21 anos de la identificacion del VIH como agente causal del

SIDA, diversos farmacos anti VIH han sido desarrollados y comercializados.



Dichos farmacos pueden ser clasificados en 3 grupos de acuerdo con sus
mecanismos de accion: inhibidores de transcriptasa reversa (ITR); inhibidores de
proteasa (IP) e inhibidores de fusion (IF). Los ITR se clasifican en 2 grupos: a)
analogos a nucledsidos (ITRAN 6 NRTI por sus siglas en inglés) que actian sobre
el sitio activo de la enzima; 6 b) no nucleosidos (ITRNN 6 NNRTI) que inhiben por
la interaccion especifica con un sitio de union alostérico (De Clercq E., 1993). Los IP
se unen al sitio activo de la proteasa viral y evitan el procesamiento de las
proteinas virales a enzimas funcionales. Las particulas virales son producidas aun
cuando la PR es inhibida pero no son infecciosas (Wlodawer A., Erickson ]. W,,
1993). Los IF evitan la fusion del virus-célula y por lo tanto, la infeccion de células
blanco (Kilby J. M., et al., 1998). Sin embargo, el uso prolongado de estos farmacos

frecuentemente provoca efectos secundarios graves (Tarinas A., et al., 2000) (Tabla

1).

2.2 Inhibidores de Transcriptasa Reversa No Nucledsidos

De los 20 farmacos aprobados para el tratamiento de VIH, 11
estan dirigidos a la enzima viral TR, con lo que la TR es considerada como el
blanco molecular mas atractivo para el desarrollo de farmacos anti VIH (Garg R, et
al., 1999). De estos 11 inhibidores, 8 son ITRAN vy los otros 3 son ITRNN (Tabla 1).

Los ITRAN pueden ser considerados en su mayoria
como 2°,3-dideoxinucledsidos que deben ser fosforilados dentro de la célula
hospedera para ser incorporados a la cadena de ADN que se esta sintetizando
(Hao Z., et al., 1990). En condiciones normales el grupo 3-OH de los compuestos
fosforilados, permite la incorporacion de nucleotidos adicionales y por lo tanto la
elongacion del ADN. Sin embargo, estos inhibidores carecen del grupo 3-OH vy
por ende, la transcripcion reversa es bloqueada. Por ello, los ITRAN son también

conocidos como terminadores de cadena (De Clercq E., 2000).
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Los ITRNN interactian en forma no competitiva con un sitio
alostérico de la enzima. Esta unién produce un cambio conformacional en la
enzima (Figura 5) que provoca la disminucién de la afinidad del sustrato por el
sitio activo (Arnold E., et al., 1992). El sitio de unién de los ITRNN (pockef) esta
localizado a 10 A de distancia del sitio de unién del sustrato y estd asociado
funcional y espacialmente con este sitio activo (Arnold E., et al., 1992; Kroeger M. B,,
et al., 1995). La interaccién cooperativa entre estos 2 sitios posibilita un incremento
en la efectividad de los ITRAN e ITRNN al utilizarlos en la terapia combinada (De
Clercq E., 2000).

Figura 5. Cambios conformacionales en la TR VIH-1 debido a la unién de un
Inhibidor de Transcriptasa Reversa No Nucle6sido (ITRNN).

(Modificado de Amold E., et al., 1992; http:/ / www sarawak-medichem.com/ cala/ pcres.htm)

Los ITRNN son capaces de inhibir solamente a la TR de VIH-1,
pero no a la del VIH-2 u otros retrovirus. Esta especificidad se debe a que soloen la
TR VIH-1 se presenta una cavidad altamente hidréfoba y flexible donde se puede

colocar en forma conveniente un compuesto diferente al sustrato de la enzima. Se
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han descrito diversas interacciones que ocurren entre los anilogos no nuclessidos
y esta cavidad hidrofoba (Debyser Z., et al., 1992). Algunas de estas interacciones
son electrostaticas con algunos residuos, como: K101, K103 y E138; fuerzas de Van
der Waals con L100, V106, Y181, G190, W229, .234 y Y318 y puentes de hidrogeno
(De Clercq E., 2000).

A pesar de su diversidad estructural, existe un modo comun
de union de los ITRNN a TR (Kroeger M. B, et al., 1995). Estos inhibidores causan
un reposicionamiento de la porcion que contiene los residuos de dcido aspartico en
las posiciones 110, 185 y 186 de la subunidad p66. Esto sugiere que los ITRNN
inhiben TR por el cierre del sitio activo catalitico en una conformacion inactiva
reminiscente de la conformacion observada en la subunidad inactiva p51 (Esnouf
R., et al., 1995; Kroeger M. B., et al., 1995). Cuando los ITRNN se unen a la cavidad
hidrofébica de la TR (por ejemplo, nevirapina) mantienen una conformacion
similar. Dificilmente estos inhibidores se afectan unos a otros, pues los residuos de
cadena de la cavidad hidrofébica se adaptan a la unién de cada inhibidor de un
modo altamente especifico (Kroeger M. B., et al., 1995; De Clercq E., 2000).

A pesar de que estos agentes antivirales han demostrado
contribuir a la reduccion de la carga viral, la alta tasa de replicacion del VIH (10'2
viriones por dia) y su inherente variacion genética (tasa de mutaciones del orden
de 10+ a 10 sustituciones por nucleétido) conducen a la generacion de cepas que
exhiben resistencia a los farmacos empleados (De Clercq E., 1993; Freed E. O,
Martin M. A., 2001). Las mutaciones que inducen la resistencia pueden tomar parte
en cualquier lugar del genoma viral, incluyendo la TR. Multiples mutaciones
asociadas a resistencia han sido descritas para agentes anti TR VIH (tanto [TRAN
como ITRNN), algunos ejemplos son: AZT (T215Y) (Kellam P., Boucher C. A. B,,
Larder B. A., 1992), ddI (L74V), ddC (K65R), d4T (V75T) (Lacey S. F., Larder B. A,,
1994), 3TC (M184V) (Kavlick M. F., et al., 1995). Para el caso de los ITRNN se sabe
que una sola mutacion, K103N puede causar que el VIH resista a todos los [ITRNN

(Munk B., 2003); mientras que Y181C puede conferir resistencia a algunos ITRNN.



Por otra parte, algunas mutaciones pueden provocar resistencia cruzada a

diferentes compuestos (De Clercq E., 2000).

2.3  Terapia Antiretroviral Altamente Activa

Las combinaciones de inhibidores de TR y PR conforman los
esquemas que se denominan terapia antiretroviral altamente activa (TARAA o
HAART), los cuales tienen un seguimiento protocolizado maximo, actualmente, de
seis afnos. El uso de TARAA ofrece beneficios claros sobre la calidad y expectativa
de vida de las personas con infeccion por VIH, mejorando el estado inmunologico
general (De Clercq E., 1999). Esto cambié la perspectiva del VIH de una
enfermedad mortal a un padecimiento cronico y tratable (Secretaria de Salud, 2004).

TARAA ha probado ser muy benéfica especialmente en
combinaciones triples de farmacos (3 ITR; 2 ITR + 1 IP) (Tabla 2) sobre mono y
bicombinaciones. En los pacientes infectados con VIH, ocasiona una reduccion
sostenida de carga viral plasmatica, incremento en el namero de linfocitos CD4, asi
como el retardo de la progresion a SIDA (Press N., et al., 2002). Sin embargo, estos
beneficios se han visto limitados por importantes riesgos asociados con el uso
prolongado de estos tratamientos, tales como trastornos metaboélicos y reacciones
farmacolégicas cruzadas con otros farmacos (De Clercq, E., 2000). La posiblidad de
bajo apego de los pacientes a tratamientos permanentes se considera un factor
importante en la induccion de resistencia viral. También podria traer efectos graves
de toxicidad reconocidos en el sistema cardiovascular, higado, rinén, cerebro,
pancreas y piel (De Clercq, E., 2000; Guaraldi G., et al., 2003; Secretaria de Salud,
2004). El hecho de que los ITR son usados siempre en la terapia triple, reafirma la

busqueda de nuevos inhibidores como alternativas en la terapia de TR VIH.
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Tabla 2. Combinaciones triples de farmacos mas comunes (TARAA)

Tratamiento Ventajas Desventajas
IP + 2 ITRAN Bien estudiado a largo plazo Efectos adversos corto-
Efectivo y duradero largo plazo
ITRNN + 2 ITRAN Bien tolerados Baja efectividad con altas
Mayor efectividad cargas virales
JITRNN Bien tolerados Menos efectivo con cargas
(AZT+ 3TC + ABC) virales altas
Potencia relativa
Resistencia
[P+ ITRNN + Tres mecanismos de accion  Interacciones con otros
ITRAN Alta potencia medicamentos
Efectivo en altas cargas Potencial de resistencia
virales multiple
No esta bien estudiado

Modificado de hup:/ / www.salud. gob.ns /conasida/ medicos/ gusas/ medica/ puia2000, pod i,

24 Productos Naturales como Antiretrovirales

En la busqueda de nuevas sustancias quimicas con posible
actividad inhibitoria sobre VIH y en especial sobre TR, se han considerado a los
productos naturales. Como resultado de estudios bioprospectivos de la flora y
fauna, se han logrado identificar mas de 60 productos naturales anti VIH-1
(Vlietinck A. ., et al., 1998; Matthée G., Wroigth A. D., Koning G. M., 1999), que
ademas de ser potencialmente utiles en el tratamiento del SIDA, han constituido
moldes para el disefio de nuevos farmacos. Los productos naturales anti VIH de
origen vegetal presentan una gran diversidad estructural, encontrandose:
alcaloides, polisacaridos sulfatados, carbohidratos, cumarinas, taninos, derivados
de acidos fendlicos, diterpenos, triterpenos, flavonoides, iridiodes, lignanos,

xantonas, tiofenos, saponinas (Matthée G., Wroigth A. D., Koning G. M., 1999;
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YangS. S, etal., 2001; Cos, P., et al., 2004). Para algunos de ellos, se ha determinado
su forma de accion, destacando aquellos que inhiben in vitro la actividad de TR
(Kashman Y., et al., 1992; Huang T. B., Fong W. P, Yeung H. W., 1997), la
entrada/ fusion, la formacion de sincicios (Vlietinck A. J., et al., 1998), asi como la
inhibicion de PR e IN (Min B. S., et al., 1999). Como ya se ha comentado con
anterioridad, actualmente se propone actuar sobre blancos, tanto virales como
celulares como una estrategia integral contra el VIH. En la tabla 3 se citan algunos
de los ejemplos de la variedad de estos productos naturales aislados de plantas
superiores y su sitio de accion en particular.

Entre los productos naturales extraidos de bacterias, hongos,
invertebrados terrestres y marinos, destacan los siguientes: cianovirina-N, una
proteina aislada de la cianobacteria Nostoc ellipsosporun y que ha sido identificada
como inhibidor de entrada/fusion; la esponjotimidina, obtenida de la esponja
Cryptotethia crypta y que se ha identificado como inhibidor de transcriptasa reversa;
lamellarina a 20-sulfato ha sido reportado como un nuevo inhibidor de integrasa
proveniente del molusco Lamellaria sp. y los déspidos y depsidonas aislados de
liquenes y que se conocen como inhibidores de integrasa (Huang T. B., Fong W. P.,
Yeung H. W, 1997; Vlietinck A. ]., et al., 1998; Matthée G., Wroigth A. D., Koéning
G. M., 1999; Yang S. S, et al., 2001).

Entre los productos naturales identificados hasta hoy, los mas
sobresalientes son las cumarinas, puesto que actualmente el (+)-calanolido A
(Kashman Y., et al., 1992) se encuentra en la fase II/I1I del estudio clinico (Sarawak
MediChem Pharmaceuticals, Inc., 2004). Este compuesto fue obtenido junto con
otros similares de la familia Clusiaceae y sera discutido con mayor amplitud mas

adelante (cf. Capitulo 3).



Tabla 3. Algunos productos naturales de origen vegetal con actividad anti VIH-1

Clase Compuesto Sitio de accion Fuente
Quimico
Diterpeno Acido carnosolico Proteasa Rosmarinus officinalts L.
(Lamiaceae)
Triterpeno Acido betulinico y sus  Entrada/ fusion Syzygium claviflorum (Roxb.)
derivados Formacion de Wall ex Cowan & Cowan
SINCicio (Myrtaceae)
Proteasa
Alcaloide Michelaminas A, By C Entrada/fusion Ancistrocladus korupensts  D.
dimérico Transcriptasa W. Thomas & Gereau
reversa (Ancistrocladaceae)
Acido 3,5-dicafeoil-acido Integrasay gp 120  Baccharis genistellowdes
fenolico quinico (Lam.) Pers.
(Asteraceae)
Glicosil- Baicalin Transcriptasa Scutellaria baicalensis  Georgi
flavonoide reversa (Lamiaceae)
Tanino Putranijavin A Transcriptasa Phyllanthus emblica L.
reversa (Euphorbiaceae)
Polisacarido ~ Acemanano Activacion de Aloe barbadensts  Mill
células asesinas (Liliaceae)
Triterpeno Acido ursolico y sus Proteasa Crataegus pinnatifida Bunge
derivados (Rosaceae)
Triterpeno Acido oleanélico y sus  Proteasa Xanthoceras sorbifolia Bunge
derivados (Sapindaceae)
Alcaloide Nitidina Transcriptasa Toddalia asatica (1..) Lam
reversa (Rutaceae)
Acidos Acido 1,3,4,5-tetra-O-  Transcriptasa Lepidobotrys staudtin - Engl.
galoilquinico  galoilquinico reversa (Lepidobotryaceae)
Alcaloide Cefarantina TNF-a y NF-xB Stephama cephalantha Hayata
(Menispermaceae)
Cumarina Calanolido A Transcriptasa Calophyllum lamgerum var.
reversa austrocoriacewm

(Clusiaceae)

Basado en: Huang T B, Fong W. P, Yeung H. W, 1997; Viictinck A, |, et al,, 1998; Matthee Go, Wroigth A DL Koy, CA,
1999; Min B. S., et al, 1999; Ma C, ebal, 2000; Yang S. S, etal, 2001; Cos, P, ot al., 2004



3. FAMILIA CLUSIACEAE COMO FUENTE DE
ANTIRETROVIRALES

3.1  Diagnosis de la Familia

La familia Clusiaceae esta compuesta por arboles, arbustos,
lianas y hierbas anuales o perennes de distribucion pantropical, aunque también se
han reportado en la region templada del hemisferio norte. Esta constituida por
aproximadamente 36 géneros y 1600 especies, donde el género tipo Clusia, posee
cerca de 300 especies (Kearns D. M., et al., 1998).

Los miembros de la familia Clusiaceae se caracterizan
principalmente por presentar: hojas simples, usualmente opuestas y enteras sin
estipulas (Figura 6). Las inflorescencias son terminales 6 axilares, cimosas 6 flores
solitarias. Las flores son bisexuales ¢ unisexuales, dioicas, actinomorficas, con
mucha frecuencia son blancas, amarillas 6 rosas; bractedlas casi siempre presentes.
Sépalos de 2-4, libres 6 con poca frecuencia fusionados; pétalos (2)3-6(14), libres,
decusados, imbricados 6 convolutos. Los estambres son usualmente numerosos,
frecuentemente agrupados en manojos de 2-5 y opuestos a los pétalos; las anteras
son dehiscentes por aberturas longitudinales 6 transversas ¢ por una variedad de
tipos de poros distintos (Clusia). El ovario es compuesto, superior con (1-)3-5(-20+)
carpelos unidos; placentacion axial, menos frecuentemente parietal, basal o apical;
estilos 1 6 tantos como carpelos; estigmas mas o menos expandidos, lisos
(raramente pilosos) 6 puntiagudos y papilados, 6 mintisculamente porados. Los
frutos son usualmente capsulas, aunque en algunas ocasiones pueden ser drupas;
semillas (1)2-varias por carpelo, arilados o no (Maguire B., 1979; Kearns D. M., et al.,

1998).
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Figura 6. Especies pertenecientes a la familia Clusiaceae. 1. Symphonia globulifera (a)
inflorescencia terminal; (b) androceo, conformado por estambres fusionados,
alrededor del estigma con 5 l6bulos; (c) fruto (cdpsula). 2. Calophyllum
inophyllum (d) inflorescencia axilar; (€) estambre; (f) gineceo.

(Modificado de Heywood V., 1993).

3.2 Clusiaceae en México

Clusiaceae fue revisada por tltima vez en nuestro pafs, hace 81
afios (Standley P. C.,, 1923). Entonces, se reportaron 4 géneros y 11 especies.

Dada la falta de tratamientos taxonémicos modernos que
reflejen la situacién actual de la familia Clusiaceae en nuestro pafs, fue necesario
iniciar este trabajo de tesis con la revision taxonémica de la familia, mediante
investigaciones de herbario y de campo. Se concluyé que Clusiaceae en México
actualmente consta de ca. 8 géneros y 21 especies (Tabla 4).
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Tabla 4. Especies de Clusiaceae presentes en México

Género # especies Nombre
Calophyllum 1 C. brasiliense
C. flava, C. guatemalensis, C. lundelli, C.
Clusia 10 massontana, C. minor, C. pringlei, C.
quadrangula, C. rosea, C. salvinii y C. tetra-
trianthera
Manimea 1 M. americana
Garcinia 2 G. intermedia y G. macrophylla
Chrysochlamys 2 C. guatemaltecana y C. nicaraguensis
Symphonia 1 S. globulifera
Vismia 3 V. baccifera, V. camparaguey y V. mexicana
Marila 1 M. laxiflora

3.2.1 Calophyllum brasiliense

El género Calophyllum esta constituido por 187 especies,
todas ellas arboles tropicales, la mayoria (179) se encuentran en el Viejo Mundo, en
especial en Indo-Malasia. Apenas 8 especies se distribuyen en el Continente
americano (Stevens P. F., 1980). En cuanto a diversidad, destacan Cuba, con 5
especies de Calophyllum y Colombia con 3 (Garcia Barriga H., 1992). Calophyllum
brasiliense es la unica especie del género que se encuentra en México (Pennington T.
D., Sarukhan J., 1998).

Calophyllum brasiliense es un arbol caducifolio con una
altura aproximada de 40 a 50 metros y con un didmetro a la altura del pecho
(d.a.p.) de aproximadamente 1.80 metros. Presenta flores blancas, dioicas. Las
flores masculinas despiden un ligero aroma, florece de julio a diciembre. El fruto se
presenta en drupas de color verde amarillento (Pennington T. D., Sarukhan J., 1998;
Kearns D. M., et al., 1998). Se distribuye en América Latina, desde Brasil hasta

Meéxico. En nuestro pais, crece en los remanentes de las selvas altas y medianas
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perennifolias y subcaducifolias. Recibe un sin numero de nombres comunes,
siendo el méas comun “Bari”. Al latex que se obtiene de la corteza, llamado
“Balsamo de Maria”, se le atribuyen popularmente propiedades medicinales.
También se emplea como aglutinante e impermeabilizante en la elaboracion de
papel de corteza. De sus semillas se obtiene un aceite que se utiliza en algunas
comunidades rurales con fines de iluminacion y para curar algunas enfermedades
cutaneas. En la Sierra de Atoyac, Guerrero, el té elaborado con la corteza de este
arbol se da de beber a las parturientas durante nueve dias para que “les limpie la
matriz” (Soto Nufez, 1995). Desde el punto de vista fitoquimico se han realizado
estudios de las hojas, madera, corteza y resina. Las xantonas, cromanonas y
cumarinas son los metabolitos secundarios mas comunes que se han detectado en
esta especie.

Hojas. Estudios de las hojas de ejemplares colectados en
Brasil reportaron la presencia de viperina y quercetina, acidos (acido galico y acido
protocatechuico) y el biflavonoide amentoflavona. Estos compuestos fenolicos
estuvieron relacionados con la actividad analgésica observada en estudios con
ratones (daSilva K. L., et al., 2001).

En nuestro laboratorio se analizaron las hojas de un
ejemplar colectado en la Sierra de Santa Martha, Veracruz. Present6 como
componentes principales cumarinas del tipo de las mammeas, como son mammea
A/BA, A/BB, isomammeigina, mammea B/BA, B/BB, C/OA, C/OB, B/BA ciclo F
y B/BB ciclo F (Figura 7). También se aislaron triterpenos como la friedelina y
canofilol, el biflavonoide amentoflavona y los acidos protocatechuico y shikimico
(Figura 7). Las cumarinas mostraron efecto citotoxico sobre las lineas tumorales
K562 (linfoma), U251 (sistema nervioso central) y PC3 (prostata). Las mezclas de
mammea A/BA+A/BB y mammea C/OA + C/OB inhibieron el crecimiento de las
bacterias Stapliylococcus aureus, S. epidernudis y Bacillus subtilis. Sin embargo,
cuando estos compuestos fueron evaluados contra TR VIH-1, ninguno de ellos

mostro actividad mayor al 10% de inhibicion (Reyes-Chilpa R., et al., 2004). Al
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analizar por cromatografia en capa fina los ejemplares de otra zona de colecta

ubicada también en el estado de Veracruz (Los Tuxtlas), se encontré que

la

composicion quimica de los extractos de hexano era diferente. Este quimiotipo fue

sujeto de estudio en esta tesis respecto de sus propiedades inhibitorias sobre

el

VIH-1 y en particular sobre la enzima TR, como parte de las especies de la familia

Clusiaceae que crecen en nuestro pais.

OH
1]
=
[+] o 0 HO o
R R

Rz} )ol\/l\ Mammea A/BA Mammea B/BA cicloF Mammea C/OA Mammea B/BA
R=} )I\I/\ Mammea A/BB Mammea B/BBcicloF Mammea C/OA  Mammea B/BB

COOH COOH
HO™ i ~0OH i ~OH
OH OoH

[somammeigina Ac. shiquimico Ac. protocatechuico

Friedelina Canofilol

Figura 7. Cumarinas, acidos y triterpenos aislados de las hojas de C. brasiliense
colectado en Santa Martha, Veracruz.

(Reves-Chilpa R, ef al., 2004)




Corteza. Ito C., et al. (2002) reportaron el aislamiento de 7

nuevas xantonas (brasixantonas A, B, C, D, E, F y G) (Figura 8) aisladas de la

corteza de un ejemplar colectado en Brasil, y 3 nuevas cumarinas 4-sustituidas

(brasimarinas A, B y C) (Ito C,, et al., 2003c) (Figura 9). Entre estos compuestos, 4

xantonas y las 3 cumarinas mostraron actividad inhibitoria significativa sobre la

activacion del virus Epstein-Barr.

R, R: Rs R4
A H OCH; | OH \/\Y
B W H H OH
C ﬂ( H H OH
D \,4/ , H H OH
OH i
F H H OH OCHA

Figura 8. Brasixantonas aisladas de la corteza de C. brasiliense. B, C y D mostraron
actividad inhibitoria significativa en la activacion del virus Epstein-Barr.

(o C, et al, 2002)
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brasimarina A
brasimarina C

brasimarina B

Figura 9. Cumarinas aisladas de la corteza de C. brasiliense que presentaron
actividad inhibitoria significativa sobre la activacion del virus
Epstein-Barr.

(Ito C., et al., 2003c).

Recientemente, se estudi6 la corteza de un ejemplar
colectado en nuestro pais en Soteapan, Veracruz. Se aislaron seis nuevas
cromanonas, como los acidos: brasiliensofilico A, isobrasiliensofilico A,
brasiliensofilico B, isobrasiliensofilico B, brasiliensofilico C e isobrasiliensofilico C
de la corteza de Calophyllum brasiliense. Las cuatro primeras cromanonas presentan
un anillo ciclobutiril poco frecuente y las ultimas dos presentan sustituyentes
isopropilo (Figura 10). El latex de la corteza de este arbol es usado
tradicionalmente por los indigenas Popoluca que habitan el sur de Veracruz para
tratar el dolor de dientes y para prevenir infecciones por microorganismos. Las
cromanonas se evaluaron en ensayos de actividad antibacteriana contra las

bacterias gram-positivas Bacillus cereus y Staphylococcus epidernudis, donde solo
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brasiliensofilico A e isobrasiliensofilico A mostraron alta actividad inhibitoria
(MIC= 1 pg/ml). Los compuestos acido brasiliensofilico B, isobrasiliensofilico B,
presentaron moderada actividad inhibitoria (MIC= 4 pg/ml), mientras que los
brasiliensofilico C e isobrasiliensofilico C fueron menos activos (MIC= 16 pg/ml).
La presencia de un anillo ciclobutiril en los compuestos brasiliensofilico A,
isobrasiliensofilico A, acido brasiliensofilico B e isobrasiliensofilico B puede
contribuir a la actividad antibacterial observada. Estas seis cromanonas también
fueron probadas en ensayos de citotoxicidad en lineas celulares como KB, Hela,
Jurkat T y células cancerigenas de miosarcoma; sin embargo ninguno de los
compuestos presentd actividad citotoxica significativa (ICso >20 pg/ml) (Cottiglia

F., et al., 2004).

Ri=H, Ry;= CH: dc. brasiliensofilico A Ri=H, R;= CH.: adc. brasiliensofilico C
Ri=CHy Rz=H  dc. isobrasiliensofilico A Ri= CHy, R=H dc. isobrasiliensofilico C

)"""'9

Ri= H, R;= CH: ac. brasiliensofilico B
Ri=CHx R:=H &c. isobrasiliensofilico B

Figura 10. Cromanonas aisladas de la corteza de C. brasiliense de las cuales el acido
brasiliensofilico A y el acido isobrasiliensofilco A fueron los
compuestos con mayor actividad antibacteriana.

(Cottigha F., et al,, 206H),
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Resina. Stout G. H., Krahn M. M. y Breck G. D. (1968)
estudiaron la resina de la corteza de C. brasiliense var. rekoi (Costa Rica) y
obtuvieron 2 cromanonas, el acido brasiliénsico y el acido isobrasiliénsico. Plattner
R. D., et al. (1974) reportaron el aislamiento de este tipo de compuestos del aceite
de las semillas de la misma especie, obteniendo acido apetalico e isoapetalico

(Figura 11).

coon

QO L}

on 0 OH

0

Acido apetalico Acido isoapetalico

Figura 11. Acido apetalico e isoapetalico aislados del aceite de las semillas de C.
brasiliense.

(Plattmer R. D.ef al, 1974.)

Madera. Del duramen de C. brasiliense proveniente de
ejemplares colectados en Brasil (Pereira M. O., Gottlieb O. R., Magalhaes M. T.,
1966; 1967) y también de un ejemplar de México (Chiapas) se han aislado
principalmente xantonas simples y preniladas, asi como triterpenos del tipo de la
friedelina. La muestra mexicana presentd unicamente xantonas preniladas,
mientras que la de Brasil contuvo ambos tipos. Las xantonas preniladas
jacareubina, 1,3,5-trihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona, 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-

dimetilalil)-xantona mostraron actividad inhibitoria (67.3%) del crecimiento



micelial del hongo de pudricion morena Postia placenta (Reyes-Chilpa R., Jiménez-
Estrada M., Estrada-Muiiiz E., 1997). Recientemente, Abe F., et al., 2004, reporto
que estas xantonas (Figura 12A y 12B), poseen alta actividad tripanocida (vs.
Trypanosoma cruzi) (Figura 12).

Sin embargo, cuando estas xantonas fueron evaluadas
contra TR VIH-1, ninguno de ellas mostr¢ actividad inhibitoria (Estrada-Muniz E.,

2001).

1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2- 1,3.5,6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-
butenil) xantona metil-butil} xantona

Figura 12. Xantonas aisladas de la madera de C. brasiliense colectado en México. A,
B y C mostraron actividad tripanocida (vs. Tripanosoma cruzi) y
antifungica (Postia placenta).

(Abe F., et al, 2004).
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3.22 Clusia quadrangula

El género Clusin comprende cerca de 250 especies, las
cuales se distribuyen de manera importante en la América Tropical (Hammel B. E,
1986). En Meéxico se localizan 10 especies, que lo ubican como el género mas
numeroso de Clusiaceae. Son arboles o arbustos, frecuentemente epifitos cuando
jovenes, presentan hojas decusadas, enteras, coridceas, lustrosas y por lo general
carnosas. Las flores estan en racimos axilares 6 en paniculas terminales; los frutos
son capsulares usualmente carnosos (Kearns D. M., et al., 1998). Clusia quadrangula
crece en nuestro pais como arbusto epifito 6 arbol de 7 a 9 metros de altura. Las
hojas son elipticas de 7 a 12 cm de largo y de 3 a 6 cm de ancho, acuminadas.
Presentan las venas laterales muy numerosas y prominentes tanto en el haz como
en el envés. Flores con pétalos de color blanco a crema del doble de largo que los
sépalos, estambres muy numerosos. Frutos globosos u ovales de 2 em de largo
(Standley P. C., Williams L. O., 1961).

Respecto de los estudios fitoquimicos, de Clusia spp. se
han aislado cerca de 30 compuestos, principalmente cromenos, benzofenonas y
benzopiranos (Figura 13) (Delle Monache F., et al., 1991a; 1991b; Gonzalez |]. G., et
al., 1995; Lokvam ]., et al., 2000; Christian O. E., et al., 2001). Sin embargo, de las
especies de Clusia con distribucion en México, la tinica que ha sido estudiada desde
el punto de vista quimico es C. rosea (hojas colectadas en la Republica Dominicana),
cuyos compuestos se trataran en el apartado 3.3. La composicion quimica de C.

rosea y C. quadrangula originarias de México se desconoce.
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Clusiacromeno C

Acido nemorosinico A

(Delle Monache F., et al., 1991a, 1991b; Gonzélez |. G., ¢t al., 1995).

Figura 13. Metabolitos secundarios aislados del género Clusia spp. A. Aislado de C.
sandiensis. B. Constituyente del fruto de C. multiflora. C. Aislado de C.
nemorosa.

3.2.3 Vismia mexicana

El género Vismia comprende cerca de 65 especies, las
cuales se distribuyen de manera importante en la Ameérica Tropical desde México
hasta Bolivia (Hammel B. E., 1986). Son arboles o arbustos, con las hojas
densamente tomentosas que varian en color desde amarillo a naranja hasta rojo
oscuro. Vismia mexicana crece en nuestro pais como un arbol de copa triangular con
hojas enteras, lanceoladas, tipicamente acuminadas que miden entre 8 y hasta 18
cm y que en el envés son densamente tomentosas rojizas a blanquecinas y glabras

en el haz. Las flores son terminales cimosas 6 paniculadas, con 5 pétalos blancos,
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estambres numerosos distribuidos en 5 grupos, frutos bacados globoso-ovoides de
1.5 cm y que contienen numerosas semillas (Standley P. C., 1923).

De acuerdo con estudios fitoquimicos previos, del
género Vismia se han aislado triterpenos (principalmente [3-sitosterol),
antracenonas, antronas (Hussein A. A., et al, 2003), antraquinonas, lignanos,
benzofenonas (Fuller R. W., et al., 1999a), benzocumarinas, y xantonas (Bilia A. R.,
et al.,, 2000). De las especies con distribucion en México, solo existen estudios
fitoquimicos para Vismia baccifera. Las hojas de un ejemplar colectado en Panama
presentaron vismiona B, diacetilvismiona A y H (Figura 14) que fueron toxicas a
lineas celulares cancerigenas de mama (MCF-7) (ICso= <2.0 pg/ml), pulmoén (H-
460) (ICso= <3 pg/ml) y sistema nervioso central (SF-268) (ICso= <3 ug/ml)
(Hussein A. A, et al., 2003). La composicion quimica de V. baccifera y V. mexicana

originarias de México se desconoce.

Diacetilvismiona H Vismiona B

Figura 14. Metabolitos secundarios aislados de V. baccifera

(Hussein ALAL etal., 2003).



3.3  Metabolitos Secundarios con Actividad Anti VIH Aislados
de Clusiaceae

La familia Clusiaceae ha sido estudiada quimicamente desde
hace casi medio siglo y recientemente, se han investigado las propiedades
biologicas de sus metabolitos secundarios. Una variedad de compuestos han sido
aislados e identificados de diversas especies de esta familia. Los terpenoides,
cumarinas, xantonoides y benzofenonas son los metabolitos secundarios mas
comunes dentro de las especies de esta familia. Estos compuestos presentan
diversas propiedades biologicas como antitumorales (Ito C., et al., 1999; Itoigawa
M., et al., 2001; Ito C., et al., 2003a; 2003b), antimaléricos (Francois G., et al., 1999),
antimicobacteriano (vs. Mycobacterium tuberculosis) (Suksamrarn S., et al., 2003),
antioxidantes (Chiang Y. M., et al., 2003), antiparasitarias (Abe F., et al., 2003; 2004),
antifungicas (Morel C,, et al., 2001; Oger ]. M., et al., 2002; Larcher G., et al., 2004;),
antibacteriano (Sakagami Y., et al., 2002) y citotoxicas sobre lineas celulares
cancerigenas (Banskota A. H., et al., 1998; Seo E. K., et al., 2000; Ho C. K., Huang Y.
L., Chen C. C,, 2002; Hussein A. A, et al., 2003; Matsumoto K., et al., 2003; Ee G. C,,
et al.,, 2004). Sin embargo, la familia Clusiaceae ha alcanzado gran importancia en
las ultimas décadas, puesto que los extractos organicos de algunas especies, han
exhibido una tasa de éxito mayor a otras familias respecto de su actividad anti VIH
(Fuller R. W., et al., 1999a).

Los compuestos anti VIH mas importantes aislados de la
familia Clusiaceae y del reino vegetal, son una serie de dipiranocumarinas
tetraciclicas, aisladas en su totalidad del género Calophyllum, que comparten este
esqueleto tetraciclico y las cuales difieren en el sustituyente en Ci. Si se presenta
un n-propilo se denominan calanélidos, si es un fenilo son inophyllums y si es un

metilo son cordatolidos (Ishikawa T., 2000) (Figura 15).
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R: fenilo= inophyllums
R: metilo= cordatolidos
R: propilo= calanolidos

Figura 15. Dipiranocumarinas tetraciclicas de Calophyllum spp.

(Maodificado de Ishikawa T., 2000).

3.3.1 Calandlidos

En 1992 mediante un ensayo biodirigido de un extracto
de los frutos y brotes de Calophyllum lanigerum var. austrocoriaceum colectado en
Sarawak, Malasia, se aislaron y describieron las estructuras moleculares de 8
nuevas dipiranocumarinas tetraciclicas, denominadas calanolidos. Estos
calanolidos aislados fueron: (+)-calandlido A, (+)-12-metoxicalandlido A, (+)-12-
acetoxicalanolido A; (+)-calandlido B; (+)-12- metoxicalanélido B, (+)-calandlido C;
(+)-calanolido D y (+)-calandlido E1 (Figura 16) (Kashman Y., et al., 1992). En el
mismo trabajo, se describieron por primera vez las propiedades anti VIH-1 de estos
compuestos mediante ensayos in vitro de viabilidad celular con células
linfoblasticas T humanas (CEM-SS) infectadas. Sin embargo, las estructuras
propuestas para el (+)-calandlido C y (+)-calanolido D eran incorrectas y
posteriormente fueron corregidas por McKee T. C. et al., 1995, nombrandolos como
(+)-pseudocalandlido C (que originalmente fue llamado (+)-calanolido C) y (+)-
pseudocalanolido D (que originalmente fue llamado (+)-calanolido D).

El (+)-calanodlido A detuvo la replicacion del VIH-1 v

confirio 100% de proteccion contra los efectos citopaticos del virus (ECso= 0.1 uM).
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La citotoxicidad del compuesto se manifesté a concentraciones 200 veces mayores
(ICs0= 20 uM). Se demostro también que el (+)-calanolido A inhibe especificamente
la actividad de la TR del VIH-1. No obstante, el (+)-calanolido A fue inactivo contra
células infectadas con VIH-2, asi como con la TR de este tipo de virus. El (-)-
calanolido B, también present6é propiedades antivirales, pero requirié
concentraciones 4 veces mayores para lograr niveles de citoproteccion equivalentes
a las del (+)-calanolido A. El 12-acetoxi-calanélido fue ain menos potente, pues
presento una ECso= 2.7 uM, esto es una concentracion 27 veces mayor comparada
con la del compuesto lider. El (+)-12-metoxicalanélido A y el (+)-pseudocalanolido
C mostraron una actividad antiviral no detectable, mientras que el (+)-
pseudocalanoélido D y el (+)-calandlido E1, fueron inactivos.

Un estudio posterior report6 el aislamiento del  (-)-
calanolido F de las hojas y brotes de C. teysmanni var. inophylloide, el cual mostro
una actividad moderada (ECso=ca. 2.8 uM, ICso=ca. 13 pM, TI=4.5), la cual fue

comparable con la del (+)-12-acetoxicalandlido A.

HO o o
X=OMe; Y=H: (+)-12-metoxicalanélido A
o X=0Ac; Y=H: (+)-12-acetoxicalanolido A
X=H; Y=OH: (+)-calanoélido B
OH X=H; Y=OMe: (+)-12-metoxicalandlido B
(+)-Calanélido E1 (+)-Pseudocalanoclido A

Figura 16. Calanolidos aislados de C. lanigerum var. austrocoricetni.

(Kashman Y., ¢t al., 1992; McKee T, et al,, 1995 ; Ishikawa T, 2(000)



3311  (+)-Calanélido A

El (+)-calandlido A se obtiene en
cantidades muy reducidas (<1 mg/g extracto) de las hojas de C. lanigerum
(Cardellina J. H,, et al., 1995). Otra manera de obtener un suministro adecuado de
(+)-calanolido A que permitiese investigar sus propiedades farmacologicas, fue a
través de la sintesis total de este compuesto. Actualmente se ha logrado sintetizar
la mezcla racémica del calandlido A, logrando ademas la resolucion de los
enantiomeros (+) y (-) por métodos cromatograficos. El (+)-calandlido A sintético
present6é una actividad antiVIH in vitro similar a la del producto natural mientras
el (-)-calanolido A fue inactivo (Flavin M. T, et al., 1996). Otros esfuerzos para
lograr la sintesis del calandlido A, permitieron obtener la mezcla racémica del 12-
oxocalanolido A (Khilevich A, et al., 1996), logrando separar ambos enantiomeros
(Xu Z. Q., et al., 1998). Tanto el (+) como el (-), asi como el (£)-12-oxocalandlido A,
presentaron una alta actividad contra el VIH-1; la ECs) de la mezcla racémica fue
idéntica a la del (-)-calandlido B, lo cual es importante puesto que no se requeriria
purificar los enantiomeros para su empleo. Los anteriores compuestos ademas
resultaron activos contra el virus de inmunodeficiencia de simios (VIS); pero no asi
contra el VIH-2. El (+) y (+)-12-oxocalanélido A actian especificamente sobre la TR
(ICso= 10-40 uM), pero no inhiben la entrada/fusioén, las enzima IN y PR (Xu Z. Q.,
et al., 1998).

El (+)-calanolido A, fue administrado por
via oral, intravenosa e intraperitoneal a ratones. La biodisponibilidad, cuando se
administr6 por via oral, fue pobre, mientras que por via intravenosa c¢
intraperitoneal alcanz6 aproximadamente el 95% en un perido de 24 a 52 h
(Newman R. A., Chen W., Madden T. L., 1998). También se ha determinado el
perfil de seguridad del (+)-calandlido A en voluntarios sanos (VIH-1 negativos). El

(+)-calanolido A es tolerado en dosis de hasta 800 mg, por lo que el INC inicio los



estudios de fase clinica, ubicandolo actualmente en la fase I1/111 del periodo clinico

(Sarawak MediChem Pharmaceuticals, Inc., 2004).

Figura 17. (+)-Calanélido A, ITRNN de origen natural.

(Kashman Y., ¢t al,, 1992).

El (+)-calandlido A es el producto natural
mas importante en la terapia contra VIH, que se ha aislado hasta el momento
(Figura 17). Por ello, se han realizado muiltiples estudios que determinan su
importancia en los campos de farmacologia y cinética enzimatica y que han
demostrado algunas caracteristicas del (+)-calanélido A, tales como:

a) Presenta una actividad selectiva contra VIH-1, asi como para subtipos
de VIH-1. Sin embargo, no es activo contra VIH-2.

b) Es completamente activo contra cepas de VIH-1 resistentes a AZT y
3TC, los cuales son 2 de los farmacos mas comunmente prescritos
como [ITRAN. Ademas, es activo contra cepas que contienen la
mutacion Y181C, que confiere resistencia a la mayoria de los ITRNN.

Esta es una caracteristica unica ¢ importante que distingue al (+)-
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e)

calanolido A de otros ITRNN, pues al parecer los residuos 100, 103,
188 y una region localizada entre los aminoacidos 225 y 427 son los
sitios de union de este compuesto. Adicionalmente, no se observaron
cepas resistentes a ITRNN, después de una monoterapia de 14 dias
en la fase IB en pacientes infectados con VIH, sugiriendo que el (+)-
calanolido A puede retardar la emergencia de mutaciones virales.

En estudios preclinicos, el (+)-calandlido A mostré una interaccion
sinérgica en combinaciones dobles (con AZT, 3TC 6 d4T). Estas
interacciones se presentan también cuando el (+)-calanolido A es
usado en un esquema de combinacion triple que involucra IP +
ITRAN como nelfinavir + 3TC. Esta cualidad de sinergismo, puede
tener implicaciones terapéuticas muy importantes en un marco
clinico debido a la terapia TARAA.

Debido a su naturaleza lipofilica se distribuye rapidamente en el
sistema nervioso central y sistema linfatico; por lo tanto penetra a los
reservorios virales.

Presenta una buena tolerabilidad en humanos, con los unicos efectos
adversos de mal sabor de boca y mareo, que ubican a este compuesto
como un candidato de una terapia a largo plazo.

La tolerancia favorable y el perfil farmacocinético del (+)-calandlido A
demostrados en las fases [A y IB, sugieren que puede ser
desarrollado como un farmaco de ingesta de 1 0 2 veces al dia, lo cual
favoreceria el apego de los pacientes al tratamiento.

El (+)-calanodlido A es el unico agente anti VIH que también presenta
propiedades inhibitorias sobre Mycobacterium tuberculosis, que
provoca una de las principales infecciones oportunistas en individuos

con VIH (Sarawak MediChem Pharmaceuticals, Inc., 2004).
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3.3.2 Inophyllums y Cordatélidos

Los inophyllum A, B, C, D, y E fueron aislados de C.
inophyllum e inicialmente reportados con actividad piscicida (Kawazu K., Ohigashi
H., Mitsui T., 1968).

El soulattrolido, que es el enantiomero de (+)-
inophyllum P ha sido obtenido de 3 especies diferentes de Calophyllun: C.
inophyllum (Patil A. D., et al., 1993), C. soulattri (Gunasekera S. P, et al., 1977) y C.
teysmannii (Pengsuparp T., et al., 1996). Estos compuestos fueron evaluados
respecto de sus actividades anti VIH. Entre ellos, (+)-inophyllum B y P (Figura 18)
inhibieron TR VIH-1 con ICsy= 38 y 130 nM, respectivamente y ambos fueron
activos contra VIH-1 en cultivo celular (ICso= 1.4 y 1.6 pM) (Taylor P. B., et al., 1994),
mientras que el soulattrolido fue identificado como un potente inhibidor de TR
VIH-1 (ICso= 0.34 pM) (Pengsuparp T., et al., 1996). Sin embargo, inophyllums D, A,

Cy E fueron menos activos o completamente inactivos (Taylor P. B., et al., 1994).

OH, Y=H: (+)-inophyllum B X=0H, Y=H: (+)-cordatolido A
H, Y=OH: (+)-inophyllum P X=H, Y=0H: (-)-cordatolido B

Figura 18. Inophyllums y cordatolidos con propiedades anti VIH.

(Ishikawa T, 2000))
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En cuanto a los cordatolidos, solo 2 compuestos el (+)-
cordatolido A y el (-)-cordatolido B (Figura 18) aislados de las hojas de C. cordato
oblongum han sido evaluados respecto de sus actividades anti VIH. Ambos
mostraron una inhibicion sobre TR VIH-1 con ICso= 12.3 y 19 uM, respectivamente;
sin embargo, en este caso no se ensayo el efecto de los compuestos sobre células

infectadas (Dharmaratne H. R. W, et al., 1998).

3.3.3 Benzofenonas y Xantonas

Diversas benzofenonas preniladas aisladas de especies
de Clusiaceae, pertenecientes a los géneros Allanblackia, Clusia, Garcinia, Symphonia
y Vismia han presentado actividad anti VIH-1. Las guttiferonas A, B, Cy D (Figura
19) inhibieron parcialmente in vitro los efectos citopaticos en células linfoblastoides
humanas infectadas con VIH-1 (ECso= 1-10 pg/ml), pero no presentaron indicios
de que disminuyeran los indices de replicacion viral, estimada por la produccion
de TR, p24 y formacion de sincicio; la citotoxicidad de tales compuestos con células
no infectadas, se manifesté a concentraciones mayores a 50 pg/ml (Gustafson K. R.,
et al., 1992). La guttiferona F y la vismiafenona D (Figura 19) presentaron
propiedades similares a las ya descritas para las guttiferonas A-D, esto es, tampoco
alcanzaron el 100% de citoproteccion (Fuller R. W., et al., 1999a; 1999b). Del mismo
modo, recientemente, se reporto que una digeranilbenzofenona, la garciosafenona
A aislada de Garcinia speciosa mostré actividad inhibitoria sobre TR VIH-1 (1Cs0=
239 pg/ml) pero fue toxica en los ensayos de formacion de sincicio
(Rukachaisirikul V., et al, 2003). En términos generales, se considera a las
benzofenonas anti VIH, como compuestos toxicos. Esta caracteristica ha limitado
también, estudios posteriores acerca de su mecanismos de accion que por el
momento, se desconocen (Gustafson K. R, ef al., 1992; Fuller R. W., et al., 1999a;
1999b).
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Vismiafenona D Guttiferona A

Figura19. Benzofenonas preniladas con propiedades anti VIH.

(Gustafson K. R, et al., 1992, Fuller R. W., et al., 1999a; 1999b).

En cuanto a las xantonas, comtinmente se encuentran en
la madera de Clusiaceae y especies de familias relacionadas taxonémicamente. La
mangostina y la y-mangostina (Figura 20), aisladas de Garcinia mangostana inhiben
de manera no competitiva la actividad de la PR del VIH-1 (Chen S. X., Wan M.,
Loh B. N., 1996).

Mangostina y-Mangostina

Figura 20. Xantonas aisladas de Garcinia mangostana colectada en Singapur y que
presentan potente actividad inhibitoria sobre PR VIH-1.

(Chen S, X, Wan M., Loh B. N, 1996),
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La epidemia de SIDA en nuestro pais, hasta el primer trimestre del aino 2004,
ha reportado de manera acumulada 71,526 casos, ubicando a México en el lugar
namero 13 en cuanto a casos totales notificados mundialmente y en el tercer lugar
en el continente americano, después de Estados Unidos y Brasil. Se estima que
aproximadamente 150,000 personas estan infectadas, con un incremento diario de
11 casos. El SIDA ocupa el lugar 16 como causa de muerte en nuestro pais, pero
constituye la cuarta causa de muerte en hombres y la séptima entre las mujeres de
la poblacion de 25 a 34 anos de edad (Secretaria de Salud, México, 2004). El SIDA
en México se ha definido como un problema de seguridad nacional, por lo cual es
de suma importancia llevar a cabo investigaciones que puedan aportar nuevas
sustancias inhibidoras de VIH con toxicidad diferente que pudieran ofrecer
alternativas en la terapia contra el VIH/SIDA.

En vista de que las clasificaciones taxonémicas involucran las relaciones
filogenéticas entre las especies de una familia, es de esperarse que los metabolitos
secundarios que son producidos al interior de una familia y de un género,
presenten similitudes estructurales y biolégicas. Dados los antecedentes de la
presencia de compuestos con actividad anti VIH, en especial contra TR, dentro de
la familia Clusiaceae, es pertinente analizar si en las especies distribuidas en
Meéxico existen este tipo de compuestos.

Con base en lo anterior, en este trabajo se plante6 realizar un estudio
bioprospectivo dirigido por un sondeo de las especies de la familia Clusiaceae
presentes en México con la finalidad de evaluar sus propiedades inhibitorias sobre
el VIH-1 y en particular sobre la enzima TR, determinar su efecto toxico sobre
linfocitos humanos y las propiedades inhibitorias sobre la replicacion viral.

Finalmente se propuso el aislamiento e identificacion de los constituyentes activos.
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IV.HIPOTESIS

Especies relacionadas taxonémicamente poseen compuestos quimicos
semejantes. Por tal motivo existe la posibilidad de que algunas de las especies de
Clusiaceae mexicanas, presenten compuestos con actividad inhibitoria contra el

VIH-1, y en particular sobre la TR.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar las especies de la familia Clusiaceae distribuidas en México que
presentan propiedades inhibitorias sobre el VIH-1 in vitro y en particular sobre la
enzima TR, asi como aislar y determinar las estructuras moleculares de los

compuestos activos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar una revision del nimero de especies de la familia Clusiaceae
presentes en México.

e Evaluar in vitro las posibles propiedades inhibitorias de los extractos crudos
de las hojas y otros 6rganos de las especies de Clusiaceae mexicanas sobre la
TR del VIH-1.

» Realizar el estudio quimico de los extractos de las especies con alta

actividad inhibitoria sobre la TR del VIH-1.
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Evaluar el efecto toxico de los extractos crudos y fracciones de especies de
Clusiaceae mexicanas sobre lineas celulares linfociticas.

Evaluar en cultivos celulares, la capacidad de inhibicion de la replicacion
viral de los extractos crudos y fracciones seleccionados.

Elucidar las estructuras quimicas de los compuestos puros activos.

Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de los compuestos puros aislados de las

especies estudiadas sobre la enzima viral TR del VIH-1.
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VI. MATERIALES Y METODOS

La estrategia general en este proyecto se inicié con la realizacion de una

revision botanica de las especies de la familia Clusiaceae que crecen en México,

seguida por estudios de actividad biologica donde se evaluaron las posibles

propiedades inhibitorias de los extractos sobre TR VIH-1, VIH-1 y toxicidad.

Posteriormente se llevé a cabo un estudio quimico que const6 de una parte

cromatografica para el aislamiento de los compuestos activos, asi como una parte

de espectroscopia que fue util en la identificacion de los compuestos quimicos

aislados (Figura 21).

I Especimenes Botanicos

Extractos
CH,Cl;:MeOH

Sondeo sobre TR VIH-1

Cromatografia
(ccf, cc, HPLC)

Fracciones y compuestos puros

(50 pg/ml)

Citotoxicidad
Linea celular linfocitica MT2

(50 pg/ml)

Replicacion de IIIb/LAV-Molt4
Antigeno p24 (50 pg/ml)

Identificacién de los compuestos activos

Espectroscopia

(RMN'H, RMN¥C, EM)

—

Figura 21. Estrategia general.
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) ESTUDIO BOTANICO

1.1  Obtencién de los Especimenes Botanicos

Para la obtencion del material biolégico (hojas y otros érganos)
de las 21 especies de Clusiaceae que crecen en México, se realizaron colectas
directas en el campo y se recibieron donativos, tanto de herbarios como de
colectores individuales. Las colectas se realizaron en los estados de Veracruz,
Guerrero y Oaxaca. Los ejemplares de respaldo fueron depositados en los
siguientes herbarios: Herbario Medicinal del IMSS (IMSSM), Herbario Nacional
(MEXU) y Herbario de la Facultad de Ciencias (FCME). La identificacion
taxonémica de las especies fue confirmada por el Biél. Lucio Lozada, taxénomo del
Laboratorio de Plantas Vasculares de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

A pesar de que Marila laxiflora es una especie que crece en
nuestro pais, su colecta no fue posible y los ensayos de actividad biologica fueron
realizados con hojas de un ejemplar colectado en Pert y que fue donado por el Dr.
Francisco Lorea, curador del Herbario del Instituto de Ecologia A. C. (XAL) de
Xalapa, Veracruz.

El material vegetal, especialmente las hojas, fue secado,
triturado y se extrajo a temperatura ambiente con CH:ClxMeOH (1:1). El
disolvente fue concentrado in vacuo. Para Calophyllum brasiliense, también se
prepararon extractos con hexano, acetona y metanol. En el caso de los frutos, se
realiz6 una extraccion inicial con hexano y se continué con los otros disolventes

mencionados.
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2, ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
21  Evaluacion de las Propiedades Anti VIH

Las actividades anti VIH de los extractos de las especies de
Clusiaceae colectadas fueron evaluadas mediante tres ensayos sucesivos. En
primer término, se evalud la inhibicion sobre la enzima TR VIH-1 y aquellos
extractos que presentaron un alto porcentaje inhibitorio (270%) fueron
seleccionados para el proximo bioensayo. Como segunda evaluacion, se realizaron
ensayos de citotoxicidad de los extractos en linfocitos humanos. Los extractos no
toxicos fueron seleccionados para el tercer y ultimo tamizaje que consistio en la
determinacion de la inhibicion de la replicacion de VIH-1. Las curvas dosis-
respuesta de los extractos mas activos se realizaron en los tres ensayos de actividad
biolégica. Nevirapina, un ITRNN fue usado como control positivo. Una vez que los
extractos mas activos fueron seleccionados, se procedio a realizar un
fraccionamiento biodirigido donde las fracciones resultantes también fueron
tamizadas en los tres bioensayos y se continu6 el fraccionamiento hasta la
obtencion de los compuestos puros, que también fueron evaluados respecto de sus
propiedades anti VIH. A continuacion se describen brevemente cada uno de los
ensayos de actividad biologica. Para mayores detalles de los protocolos consultar

el Apéndice .

2.1.1 Efecto Inhibitorio sobre TR VIH-1
La determinacion de la actividad inhibitoria sobre la
enzima TR VIH-1 de los extractos, fracciones y compuestos puros de Clusiaceae
mexicanas se llevo a cabo mediante un ensayo inmunoldgico, no radioactivo y
colorimétrico denominado Lenti RT (Cavidi Tech) (Shao X., et al., 1997) (Figura 21).
Dicho ensayo consiste en determinar la incorporacion de bromodesoxiuridina

(BrdUtp) a un molde de poliadenina (PoliA) cuya reaccion es catalizada por la
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adicion de una transcriptasa reversa recombinante de VIH-1, asi como una
secuencia iniciadora (primer). La bromodesoxiuridina unida al molde es reconocida
por un anticuerpo monoclonal conjugado a fosfatasa alcalina. La adicion del para-
nitrofenilfosfato ocasiona que la fosfatasa realice su actividad hidrolitica
obteniendo un cromoéforo que absorve a 405 nm. Los extractos y fracciones fueron
disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) y probados a 50 pg/ml. Los compuestos

puros fueron probados a ImM.

2.1.2 Efecto Toxico sobre Linfocitos Humanos
El efecto citotoxico de los extractos y fracciones
seleccionados con actividad sobre TR VIH-1, fue determinado sobre la linea celular
linfocitica MT2 (Figura 21). El ensayo consistié en cultivar células MT2 no
infectadas, agregando la sustancia a probar para determinar el efecto toxico de
éstas. Posteriormente, se cuantific6 muerte celular mediante el conteo directo con
un colorante vital (azul de tripano) y comparando con testigos libres de la

sustancia. Los extractos y fracciones fueron disueltos en DMSO y probados a 50

pg/ml.

21.3 Efecto sobre la Inhibicién de la Replicaciéon de VIH-1
en Linfocitos Humanos

La inhibicion de la replicacion viral de los extractos y
fracciones fue determinada mediante un cocultivo de la linea celular linfocitica
MT4 infectada con la cepa viral [lIb/ LAV y células MT2 no infectadas en presencia
de la sustancia a probar (Figura 21). Esta inhibicion fue medida mediante la
cuantificacion del antigeno p24 en el sobrenadante del cultivo, utilizando un
inmunoensayo denominado Genetic Systems HIV-1 Ag EIA (Bio-Rad). Dicho

ensayo consiste en detectar la presencia de la proteina viral p24 mediante
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anticuerpos monoclonales adheridos a los pozos de las placas, a los que se agrega
un segundo anticuerpo monoclonal antip24 que tiene biotina conjugada. La
reaccion se completa con un segundo conjugado, avidina-peroxidasa y finalmente
se agrega el sustrato de la enzima (H202) y el cromégeno tetrametilbencideno. El
producto de la reacciéon absorve a 450 nm. Los extractos y fracciones fueron

disueltos en DMSO y probados a 50 pg/ml.

3. ESTUDIO QUIMICO

Una vez que los extractos hexanico, acetonico y metandlico de
Calophyllum brasiliense fueron seleccionados mediante los ensayos de actividad
biol6gica, se inici6 un fraccionamiento biodirigido de los mismos. Estos extractos

fueron preparados con 945.5 g (peso seco) de hojas de Calophyllum brasiliense.

3.1 Cromatografia e Instrumentacién

Los extractos se separaron en sus diferentes componentes
utilizando Cromatografia en Capa Fina (CCF), Cromatografia en Columna (CC) y
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) (Figura 21). Para CCF se utilizaron
cromatoplacas de silica gel de 0.20 mm de espesor (Machery-Nagel) en el caso de
fase normal; en el caso de fase reversa se emplearon cromatoplacas de silica gel C-
18 de 0.15 mm de espesor (Machery-Nagel). En la separacion por CC se utilizaron
silica gel (70-230) para fase normal y silica gel YMC-gel (C-18) para fase reversa, asi
como Diaion (HP20); como eluyentes se emplearon diferentes disolventes
organicos. Para la remocion de los taninos se emple6 poliamida (C-200) (Wako). En
el caso de HPLC, se utilizé una columna fase normal (Shiseido Silica Gel AG 80 A,

5um, tamano 10 mm d.i. x 250 mm). La pureza de los compuestos fue observada
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por CCF. Como reveladores se emplearon Ce(SO)s al 1% en H>SO4 2N y HzSO; al
10%.

Los compuestos puros aislados fueron analizados mediante
técnicas espectroscopicas de 1 dimension: Resonancia Magnética Nuclear de
Proton (RMN'H), Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMNC) y
Acrecentamiento sin Distorsion por Transferencia de Polarizacion (DEPT); estos
experimentos se realizaron en un espectrometro JEOL JNM A-500 (500 MHz) para
RMN'H y 125 MHz en el caso de RMNBC. También se llevaron a cabo
experimentos de 2 dimensiones tanto homonucleares: Espectroscopia de
Correlacion Homonuclear 'H-'H bidimensional (COSY), como heteronucleares:
Espectroscopia de Correlacion Heteronuclear 'H-13C bidimensional (HMQC) vy
Espectroscopia de Correlacion Heteronuclear 'H-3C bidimensional a larga
distancia (HMBC). Adicionalmente se obtuvieron espectros de Espectrometria de
Masas por Impacto Electrénico (EM-IE) (espectrometro Hewlett-Packard 5985-B) y
Espectrometria de Masas mediante Bombardeo Rapido de Atomos de Alta
Resolucion (EM-HR-FAB) (espectrometro JEOL HX-110). Finalmente, los puntos de
fusién (p. f.) se determinaron en un aparato Fisher Johns y los valores de rotacion
Optica ([a]), se obtuvieron en un polarimetro JASCO DIP 360. Todos los datos
obtenidos mediante este analisis, fueron comparados con la bibliografia

correspondiente y en el caso, con estandares de laboratorio.

3.2  Extracto Hexanico de Calophyllum brasiliense

El extracto fue concentrado en rotavapor (32 g). Durante la
evaporacion del disolvente dos triterpenos, friedelina (1, 1.82 g) y canofilol (2, 1.64
g) precipitaron espontaneamente. Parte del extracto (16 g) fue fraccionado
mediante cromatografia en columna (CC) fase normal eluida con hexano-acetato

de etilo (1:0 a 0:1). Un total de 270 fracciones fueron colectadas y monitoreadas por
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CCF. Las fracciones similares fueron combinadas para dar un total de 27 fracciones,
las cuales fueron evaluadas respecto de sus propiedades inhibitorias sobre TR
VIH-1. Las fracciones activas 51-73 y 74-85 fueron obtenidas en la elusiéon hexano-
acetato de etilo (9:1). Ambas fracciones fueron monitoreadas en CCF fase reversa
eluida con acetona-agua (8:2) donde se detectaron 2 manchas principales, una
amarilla y una azul. La fraccion 51-73 fue separada en sus componentes mediante
CC fase reversa eluida con acetona-agua (75:25 a 1:0). El acido apetalico (3, 520 mg)
fue obtenido en las subfracciones 5-6 eluidas con acetona-agua (7:3 a 1:0). Este
compuesto correspondié a la mancha amarilla. Las subfracciones restantes 7-8
fueron fraccionadas nuevamente mediante CC fase reversa eluida con acetonitrilo-
agua (9:1 a 1:0). La purificacion final fue llevada a cabo mediante HPLC usando
una columna fase normal y eluyendo con una soluciéon de hexano-acetato de etilo
1:1 (flujo 3 ml/min), de donde se obtuvieron sucesivamente soulattrolido (9, 10
mg), (-)-calanoélido B (7, 90 mg), (+)-calanélido C (8, 30 mg) y (-)-calanodlido A (6, 10
mg). Estos compuestos correspondieron a la mancha azul. La otra fraccion activa,
74-85 fue separada en sus componentes mediante CC fase reversa usando acetona-
agua (75:25 a 1:0). Las subfracciones 4-9 obtenidas eluyendo con acetona-agua (7:3)
fueron combinadas y separadas mediante CC fase reversa eluida con metanol-agua,
acidificada con acido acético 1% (8:2), de donde se obtuvieron el isémero
estructural del acido isoapetélico (5, 20 mg) y el acido isoapetalico (4, 20 mg).
También en esta fraccion se detect6 una mancha azul mediante CCF fase reversa,
que al ser sometida a separacién por HPLC con las condiciones antes descritas, se

separ0, dando trazas de los compuestos 6, 7 y 8.

3.3 Extracto Acetonico de C. brasiliense

Después de concentrar el extracto (46 g), parte de él (19 g) fue

fraccionado mediante cromatografia en columna (CC) fase normal eluida con
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hexano-acetato de etilo (1:0 a 0:1). Un total de 320 fracciones fueron colectadas y
analizadas por CCF. Las fracciones similares fueron combinadas para dar un total
de 27 fracciones, las cuales fueron evaluadas respecto de sus propiedades
inhibitorias sobre TR VIH-1. Unicamente la fraccion 136-143 result6 activa y fue
obtenida en la elusion hexano-acetato de etilo (7:3). Esta fraccion fue monitoreada
en CCF fase reversa y se sometio a CC fase reversa eluyendo con acetona-agua
(75:25 a 1:0). Sin embargo no se logroé la purificacion de los compuestos, por lo cual
se decidi6 plantear una nueva estrategia.

Parte del extracto acetonico (5 g) fue separado en sus
componentes mediante CC utilizando Diaion (HP20) y eluyendo sucesivamente
con metanol-agua 6:4 (fraccion 1), metanol (fraccion 2) y acetato de etilo (fraccion 3).
Las fracciones 1 y 3 fueron inactivas. De la fraccion 2 (245 mg), precipito
espontaneamente el compuesto Amentoflavona (10, 30 mg) y el resto de la fraccion
inhibi6 la TR VIH-1. El anélisis de este material por CCF fase reversa mostro la
presencia de calandlidos (Rf=0.42; eluida con acetona-agua (8:2); mancha azul;
revelada con Ce(SO)s al 1% en H2SO; 2N, teniendo como referencia (-)-Calanélido

B).

34 Extracto Metanélico de C. brasiliense

Parte del extracto (500 mg) se hizo pasar a través de una
columna de poliamida (C-200) con la finalidad de retirar los posibles taninos
(polifenoles) del eluato. La columna fue primero empapada con agua y se dejo
toda la noche. La elusion comenzo al dia siguiente primero con agua, seguida de
metanol al 50% vy finalmente con metanol. Los eluatos fueron colectados,
combinados y evaporados a sequedad de acuerdo con Tan G. T., Pezzuto |]. M. vy

Kinghorn A. D., 1991.
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La otra parte del extracto metanolico fue macerado con acetato
de etilo de donde se obtuvo una fraccion soluble y otra insoluble (Figura 22). Esta
ultima fue positiva en las pruebas de deteccion de taninos: gelatina 1%, gelatina +

NaCl 1% y FeCl3 3%+ H2S04 30%.

C. brasiliense
(Hojas)

Metanol (ITR=83.3 %; NT; IRV=40%)

cC
AcoFEt Poliamida
Extracto sin taninos
(ITR= <20%)
precipitado sobrenadante

Fraccion Fraccién

insoluble soluble
(ITR=74.2 %; NT; IRV=0%) (ITR= <20%)

Figura 22. Fraccionamiento biodirigido del extracto metanélico de C. brasiliense.
ITR= Inhibicién de TR (%); NT= No Téxico a MT2; IRV= Inhibicién de
la Replicacion Viral (%).

3.5  Extractos de Vismia mexicana y Clusia quadrangula
Después de C. brasiliense, los extractos de Visnua mexicana y

Clusia quadrangula mostraron la segunda mejor actividad anti VIH en los ensayos
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realizados. El fraccionamiento de los extractos de estas especies se realizo mediante

el siguiente procedimiento: una vez que se obtuvo el extracto tnico CH2Cl2:MeOH,

se realizo una CC con Diaion (HP-20) de donde se obtuvieron 3 fracciones. La

fraccion A fue eluida con metanol 80%, la fraccion B con metanol absoluto y la

fraccion C con acetato de etilo. Las fracciones A y B a su vez fueron sometidas a CC

de poliamida (C-200) con la finalidad de retirar los posibles taninos (Figura 23).

Esta columna se eluyé de la misma manera que la descrita para el extracto

metanolico de Calophyllum brasiliense.

Hojas
Extracto

CH2Cl>-MeOH

Diaion

HP-20
MeOH 80% MeOH AcOEt

Fr. A Fr. B Fr.C
l CC l CC
Poliamida Poliamuda
Fr. A Fr.B
sin taninos sin taninos

Figura 23. Fraccionamiento biodirigido de los extractos de Clusia quadrangula y

Vismia mexicana.
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VII. RESULTADOS

1. ESTUDIO BOTANICO

1.1  Obtencidn de los Especimenes Botanicos

La revision taxonomica llevada a cabo, mostré la presencia de
8 géneros y 21 especies de Clusiaceae que crecen en México. Los datos de colecta
de estas especies, asi como los herbarios donde se depositaron los ejemplares
aparecen la Tabla 5.

Dicha revision, permitié también esbozar la distribucion de
estas especies, que se localizan principalmente en los estados de Chiapas, Guerrero,
Jalisco, Oaxaca, Tabasco y Veracruz. En la figura 24, se observan las especies que se

trataron con mayor profundidad en el estudio quimico.

® Calophyllum brasiliense
4 Clusia quadrangula Pacifico

® Vismia mexicana

Figura 24. Mapa de la Republica Mexicana que muestra los lugares de colecta de
algunas especies de Clusiaceae.

Modificado de Missourt Botanical Garden (www.mobot.org).
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Tabla 5. Sondeo de actividad inhibitoria sobre TR VIH-1 de los extractos CH>Cl>-MeOH
(50 pg/ml) de las Clusiaceae mexicanas.

Especies Colector Estado Herbario Parteusada % inhibicion
de TR VIH-1
Caloplyllum brasiliense R. Reyes-Chilpa s/n Veracruz IMSSM hoja 70.3+3.1
Cambess. 10 de septiembre de 1999 (Los 77.9+0.50
Tuxtlas) 81.31.9"
83.3+1.00
fruto 69.9+2.4
Chrysochlamys T. Went et al. 2642 Veracruz MEXU hoja 60.4+1.0
guatemaltecana Donn. Sm.
Chrysochlamys nicaraguensis  B. Ortiz y Martiniano Veracruz FCME hoja 58.7+0.5
(Oerst., Planch. & Triana) 170 flor 31.0+2.0
Hemsl.
Clusia flava )acq. R. Reyes-Chilpas/n Veracruz IMSSM hoja 1.0£0.4
Clusia gualemalensis Hemsl A, Méndez 9593 Chiapas MEXU hoja 70.8£1.2
Clusia lundellii Standl. L. Lozada 2424 Oaxaca IMSSM hoja 48.0+1.5
cascara fruto 59.4+1.6
semilla 50.0£1.0
tallo 27.8+3.4
Clusia massoniana Lundell E. Ramirez 414 Oaxaca FCME hoja 729+14
flor 53.6+2.4
Clusia minor L. T.P. Ramamoorthy 2395 Oaxaca FCME hoja 56.1%1.1
Clusia pringlei Lundell J. Panero 3923 Guerrero MEXU hoja 37.6+0.6
Clusia quadrangula Bartlett L. Lozada 2428 Oaxaca IMSSM hoja 65.611.2
cascara fruto 51.9+1.2
semilla 56.6+0.6
tallo 59.7+1.9
Clusia rosea )acq. C. Beutelspacher Veracruz MEXU hoja 16.9+2.0
15 de marzo de 1969
Clusia salvinii Donn. Sm. L. Lozada 2427 Oaxaca IMSSM hoja 43.6£15
cascara fruto 53.2£1.6
semilla 473419
tallo 524+24
Clusia tetra-trianthera D. E. Breedlove 28177 Chiapas MEXU hoja 39.6+2.0
Maguire
Garcinia intermedia (Pittier) C. Gallardo 326 Guerrero FCME hoja 55.1+3.3
Hammel
Garcinia macrophylla Mart.  T. Wendt et al. 3304 Oaxaca  MEXU hoja 222467
Mammea americana L. R. Reyes-Chilpa Veracruz [IMSSM hoja 11.2+38
27 de febrero de 1999
Marila laxiflora Rusby J. Schunke 6389 Peru XAL hoja 64.7t1.3
flor 64.1+1.6
Symphonia globulifera L. f. M. A. Magana and S. Tabasco FCME hoja 17.1+4.2
Zamudio 266
Vismia baccifera (L.) Triana & L. Lozada 2435 Oaxaca  IMSSM  hoja 57.8+1.9
Planch. tallo 62.4+0.2
Vismia camparaguey A. Campos 2573 Oaxaca MEXU hoja 70.8%1.5
Sprague & Riley
Vismia mextcana Schitdl. . Martinez 18999 Chiapas FCME hoja 72.9+1.1
flor 56.8+2.8

a1 extracto hexanico; M extracto acetonico; *extracto metanolico. Los valores son las medias de £.D.E, n=3
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2. ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

21  Sondeo de Propiedades Anti VIH de los Extractos de
Clusiaceae Mexicanas

Los extractos de las hojas de las 21 especies de Clusiaceae
fueron evaluadas sobre TR VIH-1 (Figura 25). Cinco especies (23.8%) mostraron
una alta actividad inhibitoria sobre TR VIH-1 (270%), mientras que 7 especies
(33.3%) fueron moderadamente activas (50 al 70%) y 9 especies mostraron menos
del 50% de inhibicion (Figura 25). Los 3 extractos mas activos correspondieron a la
misma especie, Calophyllum brasiliense: hexéanico (77.9%), acetonico (81.3%) y
metandlico (83.3%). Estos extractos fueron seguidos por los extractos de Clusia
massoniana 'y Vismia mexicana, que presentaron 72.9% de inhibicion sobre la enzima,

mientras que Clusia guatemalensis y Vismia camparaguey la inhibieron en 70.8%.

30
0| 3

10 i

% inhibicion

o
o

Cfla
M.ame
C.ros
C.pri|
C.tet|
C.sal
Clun|
G.int |
c.min|
V.bac |
M.lax |
C.qua |
CbHx [
CbAce |
CbMeOH |

I +- Desv.Est.
O Media

Inhibicion  70%

S.glo
G.mac |
Ch.nic
Ch.gua |
V.cam I
C.gua |
C.mas i
V.mex
Control

especie

Figura 25. Inhibicion sobre TR VIH-1 de los extractos de hojas de Clusiaceae
mexicanas.
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Los efectos de los extractos de otros organos vegetales sobre
TR VIH-1, también se muestran en la Tabla 5. En este caso la actividad maxima
correspondi6 al fruto de Calophyllum brasiliense (69.9%), seguido por el extracto de
flor de Marila laxiflora (64.1%). Sin embargo la carencia de material vegetal
suficiente para la extraccion, limit6 estudios posteriores.

Las fracciones eluidas con MeOH 80%, MeOH y AcOEt de los
extractos de Vismia mexicana y Clusia quadrangula fueron evaluadas en el ensayo de
TR VIH-1. Las fracciones de MeOH 80% y MeOH de ambas especies presentaron
un alto porcentaje inhibitorio (270%) sobre TR VIH-1: 70.9 y 70.7% respectivamente,
para Vismia mexicana 'y 84.3 y 72.6% respectivamente, para Clusia quadrangula. Estas
fracciones fueron eluidas a través de una columna de poliamida y los extractos
obtenidos libres de taninos, fueron nuevamente evaluados en este ensayo. Sin
embargo, las cuatro fracciones mostraron una baja inhibicion sobre TR VIH-1
(<25%), indicando que se trataba de taninos y compuestos polifenélicos, por lo cual
no se realizaron estudios posteriores de toxicidad e inhibicion de la replicacion

viral.

2.2 Sondeo de Propiedades Anti VIH de los Extractos de C.
brasiliense

Con base en los porcentajes de inhibicion obtenidos en este
ensayo, los extractos hexanico, aceténico y metanolico de Calophyllum brasiliense

fueron seleccionados para el fraccionamiento biodirigido.

Extracto Hexdnico. La mayoria de las fracciones obtenidas del
extracto hexanico de C. brasiliense mostraron baja inhibicion (<40%) sobre la TR
VIH-1. Solo las fracciones 51-73 y 74-85 exhibieron una alta inhibicion sobre la

enzima (270%) (Tabla 6). Ambas fracciones resultaron no toxicas a linfocitos MT2
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(Figura 26A) y adicionalmente inhibieron la replicacion viral de Illb/LAV (Figura
26B), por lo tanto, estas fracciones fueron sometidas nuevamente a cromatografia a

fin de obtener los compuestos activos puros.

Tabla 6. Evaluacion de las propiedades inhibitorias sobre TR VIH-1 de las
fracciones de los extractos de hoja de Calophyllum brasiliense

Fraccion/ Extracto Inhibiciéon de TR VIH-1(%)
Hexano
1-50 <40
51-73 74.843.3
74-85 75.5£3.7
86-270 <40
Acetona
1 12.743.1
2 59.5+3.5
3 28.241.7
Metanol
Fraccién insoluble en AcOEt 74.241.6
Extracto después de la columna de poliamida 38.6+4.9

Los valores son las medias £D. E., n=3

Extracto Acetonico. Las fracciones 1, 2 y 3 fueron evaluadas
respecto de sus propiedades inhibitorias sobre TR VIH-1, pero unicamente la
fraccion 2 mostré una actividad moderada (59.5%) (Tabla 6), por lo cual se

prosiguio su estudio quimico.
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Extracto Metandlico. El extracto metanolico de C. brasiliense
mostré la mayor actividad inhibitoria sobre TR VIH-1 (83.3%) del total de 39
extractos evaluados en este trabajo (Tabla 5). Sin embargo, este valor de inhibicion
disminuy6 a 38.6% después de la remociéon de taninos (Tabla 6). La fraccion
insoluble en acetato de etilo del extracto metanolico inhibi6 la TR VIH-1 y mostré
baja citotoxicidad (Figura 26A), sin embargo, no mostré inhibicion sobre la

replicacion viral de I1Ib/ LAV (Figura 26B).

2.3  Curva Dosis-Respuesta de los Extractos Activos

Dado que el extracto hexanico de Calophyllum brasiliense fue el
unico que cubrié los requerimientos en los 3 ensayos de actividad biolégica, se
determiné su efecto en funcion de la concentracion. La concentracion inhibitoria 50
(ICso) fue de 29 pg/ml, mientras que la dosis efectiva 50 (EDso) determinada para la
inhibicién de la replicacién de IIIb/ LAYV fue 37.1 pg/ml. La concentracion efectiva
50 (ECso) sobre linfocitos MT2 fue de 92.5 pg/ml. Para efectos comparativos con
este extracto, las curvas dosis-respuesta también fueron realizadas para el extracto
de Clusia quadrangula. La ICso (42 pg/ml) y la ECso (91 pg/ml) fueron similares a los
del extracto hexanico de C. brasiliense, pero el valor calculado para la EDso fue 3

veces menor (EDso= 124 pg/ml) (Figura 27).
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Figura 26. Efectos toxico y antiviral de las fracciones activas de los extractos
hexanico y metanodlico de las hojas de Calophyllum brasiliense.
A) Viabilidad celular de linfocitos MT2. B) Inhibicion de la replicacion
de lllb/LAV.
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Figura 27. Curvas concentracion-respuesta de los extractos hexanico de Caloplyllum
brasiliense y Clusia quadrangula.
A) Actividad inhibitoria sobre TR VIH-1. B) Citotoxicidad a linfocitos MT2. C)
Inhibicion de la replicacion de IlIb/LAV. Cada punto de las graficas
representa la media de los cuadruplicados. £ D. E. de las medias respectivas.
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24 Propiedades Anti VIH de los Compuestos Aislados de
C. brasiliense

Las fracciones 51-73 y 74-85 provenientes del extracto hexanico de C.
brasiliense fueron seleccionadas para continuar su estudio quimico y la evaluacion
de las posibles propiedades anti VIH. Los compuestos puros obtenidos de estas
fracciones fueron: acido apetalico (3), acido isoapetalico (4), isomero estructural del
acido isoapetalico (5), (+)-calanodlido A (6), (-)-calandlido B (7), (+)-calanolido C (8)
y soulattrélido (9) (Figura 28). Todos ellos fueron evaluados sobre TR VIH-1 pero
solo los compuestos 6, 7 y 9 mostraron una potente actividad inhibitoria (Tabla 7).
Los valores de ICso fueron calculados para los tres ultimos compuestos, siendo
estos 0.34, 0.5 y 0.66 pM/ml, respectivamente. El compuesto 8 fue moderadamente
activo (50 a 70% de inhibici6n), mientras que los compuestos 4 y 5 exhibieron una
baja inhibicion. El compuesto 3 fue inactivo. Los compuestos 1 y 2 fueron aislados

también de este extracto, pero ninguno de ellos fue activo contra TR VIH-1.

Tabla 7. Evaluacion de los compuestos aislados de las hojas de Calophyllum
brasiliense sobre TR VIH-1.

Compuestos Inhibicion sobre TR VIH-1 (%)

1 20.2+1.6
2 7.612.1
3 2.0£0.6
4 20.613.2
5 29.711.7
6 81.5+0.9
7 76.242.2
8 50.7£2.0
9 77.7£1.6
10 17.5+2.4

Control (nevirapina) 82.613.1

Los valores representan las medias £D. E., n=3
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De la fraccibn 2 del extracto de acetona, se obtuvo un

biflavonoide, la amentoflavona (10) (Figura 29). Este compuesto fue evaluado en el

ensayo de TR-VIH-1 (Tabla 7) y sobre linfocitos MT2; sin embargo, fue toxico a

éstos y no mostro actividad inhibitoria sobre TR VIH-1. El resto de la fraccion, fue

analizada por CCF, detectando la presencia de calandélidos, lo cual explica su

actividad inhibitoria sobre TR VIH-1.

C. brasiliense
(Hojas)

Acetona I (ITR=813 %; T)

Fraccién eluida

con Metanol 60%

Diaion HP 20
Fr.1 _ Fr. % p Fr.3
Frac;:lén g ull o Fraccion eluida
con Metano o, AeaEE
(ITR=28.2 %)

(ITR=12.7 %)

\

precipitado

Amentoflavona

Figura 29. Fraccionamiento biodirigido del extracto acetonico de C. brasiliense.

(ITR=17.5 %; T)

cromanonas

calanolidos

sobrenadante

CCF
fase
reversa

+

[TR= Inhibicion de TR (%); T= Toxico a MT2.
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3. ESTUDIO QUIMICO

31  Composicion Quimica de las Fracciones Activas de C.
brasiliense

Como resultado del fraccionamiento biodirigido anti VIH, se

aislaron e identificaron 10 compuestos quimicos de las hojas de Calophyllum

brasiliense, de los cuales las cromanonas, acido apetalico (3), acido isoapetalico (4) y

el isomero estructural del 4acido isoapetélico (5), asi como los triterpenos, friedelina

(1) y canofilol (2) y un biflavonoide, amentoflavona (10), fueron inactivos contra TR

VIH-1 (Figura 30).

Friedelina (1)

OH O cooll

Acido apetalico (3) Acido isoapetalico (4) Isémero estructural del Acido
isoapetalico (5)

on

on o
Amentoflavona (10)

Figura 30. Metabolitos secundarios aislados de las hojas de C. brasiliense
inactivos contra TR VIH-1.
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Por otra parte, las dipiranocumarinas (+)-calanélido A (6), (-)-
calanolido B (7), y soulattrélido (9) fueron identificados como los compuestos
responsables de las propiedades anti VIH evaluadas, mientras que el (+)-
calandlido C (8) mostré una actividad inhibitoria moderada sobre TR VIH-1
(Figura 31). En esta seccion se describen los datos espectroscopicos y constantes
fisicas que permitieron proponer las estructuras respectivas de los compuestos

aislados. Para mayores detalles, consultar el Apéndice II.

" on

(+)-Calandlido A (6) (-)- Calanolido B (7)

X
) 0 Xy
on
(+)-Calanélido C (8) Soulattrélido (9)

Figura 31. Dipiranocumarinas aisladas de las hojas de C. brasiliense con
propiedades anti VIH.
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3.1.1 (+)-Calanélido A

El (+)-calandlido A (6) fue aislado como un aceite
amarillo, 6pticamente activo [a]®p +48.2°, el cual mostré en espectrometria de
masas (FAB) el ion (M*+1) en 371 my/z congruente con la formula C2H2O:s . El
espectro de RMN*C mostro6 senales en el experimento DEPT para 5 metilos (C-15,
C-19, C-18, C-16 y C-17), 2 metilenos (C-14 y C-13) y 6 metinos. Tres de estos
metinos son de tipo vinilico (C-3, C-8 y C-7) y dos estan unidos a oxigeno (C-12 y
C-10) (Figura 32). En el espectro de RMNC se observaron senales para 9 carbonos
cuaternarios. Las sefnales 6=160.4 y 110.1 fueron asignadas al carbonilo (C-2) y el
carbono vinilico (C-3) del nicleo de la cumarina (anillo B), la cual esta sustituida en
C-4 (6=158.8) por un grupo propilo (Figura 33). Las senales de los metilenos del
sustituyente se observaron en el espectro de RMN'H como multipletes que
integran para dos hidrégenos, 6=1.65 y 2.89 para CH>-14, 14" y CH»-13, 13’
respectivamente; el metilo 15 se observé como una senal triple 6=1.03 (Figura 34).
Los acoplamientos a 1 enlace de distancia *C-'H fueron establecidos por HMQC.
La presencia de seis carbonos cuaternarios indican que el anillo aromatico (A) de la
cumarina esta completamente sustituido: 6=104.0 (C-4a), 106.3 (C-12a), 106.4 (C-8a),
151.1 (C-4b), 153.1 (C-8b) y 154.5 (C-12b) (Figura 32). Uno de los sustituyentes es
un anillo gem dimetilpirano (anillo C), con base en las senales dobles de RMN'H
6=5.53 (J]=9.7 Hz) y 6.61 (J=9.7 Hz) para los protones vinilicos acoplados H-7 y H-8,
asi como las senales simples que integran para tres protones cada una 6=1.45 y 1.50
para los metilos geminales 16 y 17, respectivamente (Figura 34).

Otro conjunto de senales diagnosticas en los
espectros de RMN'H y que fueron apoyadas por el espectro COSY (Figura 35),
indicaron la presencia del otro sustituyente de la cumarina, un anillo
dimetildihidropirano (anillo D). Dichas sefiales son: un doble de cuartetos 5=3.92

(J=9.1, 6.4 Hz) para el H-10, el cual esta acoplado con el metilo 18 cuya senal se
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Figura 33. Espectro de RMN"C del calanélido A.
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observé como doble 8=1.45 (Ji0,18 = 6.4 Hz), y con el H-11, a su vez, éste aparece
como una senal doble de doble cuartetos (Jio,1= 9.1, [i1,12= 7.6, i1,19= 6.7 Hz). El
metino 11 también esta acoplado con el metilo 19, el cual mostré su sefial de
resonancia como doblete 8=1.14 (J11,,9= 6.7 Hz) y con el H-12 (Ji1,12= 7.6 Hz). El

metino H-12 se registré como un doblete en 4.71.

S0 COSY/AS00

HB H7 H12 H10 H13 HZ |H1g] |
' | H14
l I H11, Hi6
Ao Aol o A Ja AR .
6 5 4 3 F 1
T 1 11 T r 1T
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- b[ ! .[ - U, ol I g,_s H19
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Figura 35. Espectro COSY del calandlido A.

Los desplazamientos quimicos (&) de estos
protones son fundamentales para distinguir los diferentes calandlidos y se
resumen en la Tabla 8. Estos datos observados concuerdan con los publicados

(Kashman Y., et al, 1992). En el caso de los carbonos, las diferencias de
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desplazamiento quimico son <0.5 ppm y no son consideradas como relevantes

para la diferenciacion entre calanolidos (Kashman Y., et al., 1992).

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de los protones del anillo D de los

calandlidos
Proton 6 (ppm) Multiplicidad ] (Hz)
(+)-calandlido A H-10 3.92 dc 91,64
H-11 1.92 ddc 9.1,7.6,6.7
H-12 4.71 d 7.6
CH»-18 1.45 d 6.4
CHs»-19 1.14 d 6.7
(-)-calanolido B H-10 4.25 dc 10.6, 6.4
H-11 1.75 dc 10.6,7.0, 3.6
H-12 4.96 t 3.6
CH»-18 1.42 d 6.4
CHs-19 1.13 d 7.0
(+)-calanolido C H-10 438 dc 6.7,3.3
H-11 2.26 m -
H-12 5.07 d 5.1
CH»-18 141 d 6.7
CH»-19 1.14 d 7.0

Finalmente, las correlaciones establecidas en el
experimento HMBC permitieron establecer la posicion angular del anillo C, por los
acoplamientos a dos enlaces de distancia entre H-8 con C-8a, asi como con C-4b y

C8b a tres enlaces de distancia (Figura 36).

Compuesto 6 ((+)-calanolido A), aceite de color
amarillo. RMN-'H (CDCls) &: 1.03 (3H, t, J= 7.3 Hz, CH»-15), 1.14 (3H, d, |= 6.7 Hz,
CHz3-19), 1.45 (3H, d, |= 6.4 Hz, CH»-18), 1.45 (3H, s, CH3-16), 1.50 (3H, s, CH3-17),
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1.65 (2H, m, CHz-14, 14", 1.92 (1H, ddc, J= 9.1, 7.6, 6.7 Hz, H-11), 2.89 (2H, m, CHa-
13,13"), 3.55 (1H, s ancho, OH-12), 3.92 (1H, dc, J= 9.1, 6.4 Hz, H-10), 4.71 (1H, d, J=
7.6 Hz, H-12), 553 (1H, d, J= 9.7 Hz, H-7), 5.93 (1H, s, H-3), 6.61 (1H, d, = 9.7 Hz,
H-8). RMN-13C (CDCly) &: 13.9 (C-15), 15.1 (C-19), 18.9 (C-18), 23.2 (C-14), 27.4 (C-
16), 28 (C-17), 38.6 (C-13), 40.4 (C-11), 67.2 (C-12), 77.2 (C-10), 77.7 (C-6), 104.0 (C-
4a), 106.3 (C-12a), 106.4 (C-8a), 110.1 (C-3), 116.5 (C-8), 126.9 (C-7), 151.1 (C-4b),
153.1 (C-8b), 154.5 (C-12b), 158.8 (C-4), 160.4 (C-2). EM-HR-FAB+Na m/z: 393.1680
(Calculado para CHaxOsNa: 393.1678). EM-FAB my/z: 371 (M*+1), 353, 299. [o]%p
+48.2° (c=0.5, CHCl3).
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Figura 36. Espectro HMBC del calanélido A. Acoplamientos a 2 y 3 enlaces

de distancia
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3.1.2 (-)-Calanoélido B

El (-)-calandlido B (7) es un isomero del (+)-
calanolido A como se muestra en el analisis de espectrometria de masas EM-
FAB+Na my/z: 393.1680 (Calculado para CzH260sNa: 393.1678). Los espectros de
RMN tanto de 'H como de *C son casi iguales a los del (+)-calanélido A en cuanto
al esqueleto de dipiranocumarina tetraciclica, sin embargo, las sefales diagnosticas
del (-)-calandlido B son aquellas observadas en RMN'H asociadas al anillo D
(Figura 37). El H-10 y H-12 aparecen desplazados +033 y +0.25 ppm,
respectivamente en comparacion con las del (+)-calanolido A. En cambio, la senales
para H-11, y los metilos 18 y 19 aparecen ligeramente desplazadas a campo bajo (-
0.17, 0.03 y -0.01 ppm, respectivamente) y se presentan en la Tabla 8.
Adicionalmente, otro dato relevante para la identificacion de este compuesto fue el
valor de rotacion oOptica [a]®p -38.6°, dato que esta acorde con la literatura

(Kashman Y., et al., 1992).

Compuesto 7 ((-)-calandlido B), agujas blancas, p.
f. 176-179 °C. RMN-'H (CDCls) &: 1.02 (3H, t, ]= 7.3 Hz, CH3-15), 1.13 (3H, d, |= 7.0
Hz, CH3-19), 1.42 (3H, d, |= 6.4 Hz, CH3-18), 1.47 (3H, s, CH3-16), 1.48 (3H, s, CHs-
17), 1.65 (2H, sex, |= 7.3 Hz, CH»-14, 14°), 1.75 (1H, ddc, J= 10.6, 3.6, 7 Hz, H-11),
2.71 (1H, d, J= 3.6 Hz, OH-12), 2.89 (2H, m, CH>-13-13"), 4.25 (1H, dc, /= 10.6, 6.4 Hz,
H-10), 4.96 (1H, t, = 3.6 Hz, H-12), 5.51 (1H, d, |= 9.7 Hz, H-7), 5.93 (1H, s, 3-H),
6.62 (1H, d, J= 9.7 Hz, H-8). RMN-13C (CDCl;) &: 12.4 (C-19), 13.9 (C-15), 18.8 (C-18),
23.2 (C-14), 27.6 (C-17), 27.8 (C-16), 38.3 (C-13), 38.5 (C-11), 61.8 (C-12), 72.9 (C-10),
77.6 (C-6), 103.5 (C-4a), 106.1 (C-8a), 106.4 (C-12a), 110.3 (C-3), 116.5 (C-8), 126.7 (C-
7), 151.3 (C-4b), 153.1 (C-12b), 1539 (C-8b), 158.6 (C-4), 1609 (C-2). EM-HR-
FAB+Na my/z: 393.1680 (Calculado para C2H2xOsNa: 393.1678). EM-FAB my/z: 371
(M*+1), 353, 299. [a]®p-38.6° (c=0.5, acetona).
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Figura 37. Comparacion de las ampliaciones de los espectros de RMN'H (3-7
ppm). A) (+)-calandlido A. B) (-)-calandlido B. C) (+)-calandlido C.



3.1.3 (#)-Calanélido C

El (+)-calandlido C (8) fue obtenido como un
aceite de color amarillo que al igual que el (-)-calanélido B, es un isomero del (+)-
calanolido A. Kashman et al., (1992) reportaron el aislamiento del (+)-calanélido C
del fruto y brotes de C. lanigerum. Sin embargo, la estructura propuesta fue
revisada y corregida por McKee et al., (1995) después de obtener el producto por
sintesis. Las asignaciones originales para el (+)-calantlido C propuestas por
Kashman et al.,, (1992) son actualmente reconocidos para el pseudocalanolido C.
Los desplazamientos observados en RMN'H para el compuesto 8 aislado en este
trabajo llevaron a la identificacion del (+)-calanélido C de acuerdo con los datos
reportados por McKee et al., (1995) (Tabla 9). Las senales diagnosticas fueron,
6=6.62 para H-8 y 5.07 para H-12 (Figura 37), asi como 6=116.6 para C-8, 106.5 para
C-8a, 62.9 para C-12 y 105.8 para 12a (Figura 38).

Tabla 9. Desplazamientos quimicos comparativos entre calanolido C y

pseudocalanélido C.
Calanolido C* Pseudocalanolido C**
Protéon d (ppm)
8 6.62
10 438 ————
11 2.26 5.56
12 5.07 6.83
Carbono
8 116.6 65.9
8a 106.5 109.2
12 62.9 115.7
12a 105.8 102.9
*‘Datos observados; **McKee T, et al., 1995,
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El espectro HMBC permiti6 determinar la

posicion angular del anillo gem-dimetilpirano sobre los carbonos 8a y 4b del

esqueleto de la cumarina, con base en el acoplamientos a tres enlaces de distancia

entre H-8 (6=6.62) y C-8b (6=152.0). También se observaron los acoplamientos
entre H-7 (6=5.52) y C-8a (6=106.5), H-8 (6=6.62) y C-4b (6=151.2), H-10 (6=4.38) y
C-8b (86=152.0), H-12 (6=5.07) y C-12a (6=105.8), H-12 (6=5.07) y C-8b (6=152.0), H-
12 (6=5.07) y C-12b (8=154.6) (Figura 39).
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Figura 39. Espectro HMBC del calanolido C. Acoplamientos a tres enlaces de
distancia para el establecimiento del anillo gent dimetilpirano.
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Estas senales son similares a las reportadas por

McKee T. C. et al., (1995). Esta es la primera vez que el (+)-calandlido C (8) es

obtenido como un producto natural y evaluado contra la TR VIH-1.

Compuesto 8 ((+)-calandlido C), aceite amarillo.

RMN-'H (CDCl3) 8: 1.03 (3H, t, J= 7.1 Hz, CH3-15), 1.14 (3H, d, J= 7.0 Hz, CHs-19),
141 (3H, d, J= 6.7 Hz, CH3-18), 1.48 (3H, s, CHa-16), 1.48 (3H, s, CH1-17), 1.65 (2H,
m, CHa-14, 14°), 2.26 (1H, m, H-11), 2.84 (1H, m, H-13), 2.93 (1H, m, H-13), 3.28
(1H, s ancho, OH-12), 4.38 (1H, dc, J= 3.3, 6.7 Hz, H-10), 5.07 (1H, d, J= 5.1 Hz, H-
12),5.52 (1H, d, J= 9.7 Hz, H-7), 5.93 (1H, s, H-3), 6.62 (1H, d, J= 9.7 Hz, H-8). RMN-
13C (CDCl3) &: 9.6 (C-19), 13.9 (C-15), 16.1 (C-18), 23.2 (C-14), 27.7 (C-16), 27.7 (C-17),
35.6 (C-11), 38.6 (C-13), 62.9 (C-12), 75.7 (C-10), 77.6 (C-6), 103.7 (C-4a), 105.8 (C-
12a), 106.5 (C-8a), 110.1 (C-3), 116.6 (C-8), 126.8 (C-7), 151.2 (C-4b), 152.0 (C-8b),
154.6 (C-12b), 158.7 (C-4), 160.5 (C-2). EM-HR-FAB+Na m/z: 393.1685 (Calculado

para CasH2¢OsNa: 393.1678). EM-FAB m/z: 371 (M*+1), 353, 299. [o] %5 +96.3° (¢=1.0,
CHCl).

3.1.4 Soulattrélido

El soulattrélido (9) fue obtenido como agujas de

color amarillo palido. Pertenece al grupo de dipiranocumarinas tetraciclicas,
conocidas como inophyllums, las cuales difieren con los calandlidos por presentar
un sustituyente fenilo en lugar de propilo en la posicion 4 (Figura 31). El anillo
aromatico fue evidenciado en el espectro de RMN'!H por: una sefial multiple en
7.23 que integra para tres protones y que fue asignada a H-15, H-16, y H-17 y otra
senal multiple en 7.36 que integra para dos protones y que fue asignada a H-14 y
H-18 (Figura 40), mientras que en los espectros de RMN!C aparecieron dos senales,
una en 127.3 para los carbonos C-15, C-16 y C-17 y otra senal en 127.6 para los
carbonos C-14 y 18 (Figura 41). En el espectro HMQC pudieron observarse y

asignarse los carbonos de este anillo aromatico (Figura 42).
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Compuesto 9 (soulattrélido), agujas de color
amarillo palido, p. f. 177-181°C. RMN-'H (CDCls) é: 0.93 (6H, s, 19, CH3-20), 1.16
(3H, d, J=7.0 Hz, CH»-22), 1.43 (3H, d, J]= 6.1 Hz, CH3-21), 1.77 (1H, ddc, |=10.9, 3.3,
7.0 Hz, H-11), 2.5 (1H, s, OH-12), 4.28 (1H, d, J= 10.9, 6.1 Hz, H-10), 5.03 (1H, d, |=
3.3 Hz, H-12), 5.35 (1H, d, J= 9.7 Hz, H-7), 5.95 (1H, s, H-3), 6.53 (1H, d, |]= 9.7 Hz,
H-8), 7.23 (3H, m, 15, 16, H-17), 7.36 (2H, m, 14, H-18). RMN-1*C (CDCl3) 8: 12.5 (C-
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22), 18.8 (C-21), 26.8, 26.9 (C-19, 20), 38.3 (C-11), 61.8 (C-12), 73.0 (C-10), 77.2 (C-6),
103.0 (C-4a), 106.1 (C-8a, 12a), 111.7 (C-3), 115.9 (C-8), 127.2 (C-7), 127.3 (C-14, 18),
127.6 (C-15, 16, 17), 140.0 (C-13), 151.2 (C-4b), 153.6 (C-12b), 153.7 (C-8b), 156.3 (C-
4), 1605 (C-2). EM-HR-FAB+Na my/z: 427.1526 (Calculado para CasHzOsNa:
427.1521). EM-FAB mi/z: 405 (M*+1), 387, 371. []2p -14° (c=0.25, CHCl5).

3.1.5 Acido apetilico

El 4cido apetalico (3) se obtuvo como un aceite
de color amarillo. El espectro de masas (FAB) mostré el ion (M*+1) en 389 m/z,
congruente con la férmula C22H290s, El espectro de RMN*C mostré sefiales en el
experimento DEPT para 5 metilos (C-15, C-16, C-24, C-17 y C-18), 3 metilenos (C-23,
C-22 y C-20) y 5 metinos (C-6 y C-7 -vinilicos-, C-2, C-3 y C-19) (Figura 43). En el
espectro de RMN®BC se observaron senales para 8 carbonos cuaternarios. La
presencia de un anillo de dimetil cromanona fue determinada por las siguientes
sefiales. La sefial en 201.2 ppm fue asignada al carbonilo del anillo de lactona en C-
4 (Figura 44). Los protones de un metilo y un metino acoplados, localizados en las
posiciones 15 y 2, fueron indicados por una senal doble en 1.35 ppm (3H, |= 6.7 Hz)
y una senal maltiple, 6=4.44 (1H), respectivamente (Figura 45). Otro sistema
similar para el metilo (CH3-16) y el hidrégeno (H-3) acoplados se observé mediante
las senales en 1.13 ppm (/= 7.3 Hz) y un cuadruple de dobles en 2.51 ppm (J=7.3,
3 0, Hz), respectivamente. Las constantes de acoplamiento entre los protones 2 y 3
(J23=3.0 Hz), indicaron que presentan orientacion cis. Los valores de las constantes
de acoplamiento y desplazamientos quimicos concuerdan con los reportados
previamente en la literatura (Govindachari T. R., Prakash D, Viswanathan N.,

1968; Shen Y. C., et al., 2004).
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La presencia de un sustituyente dimetilpirano fue
indicada por dos sefales dobles en 6.59 y 5.44 ppm con Js,7=10 Hz caracteristicas
de protones olefinicos H-6 y H-7 con orientacion cis, asi como por dos sefales
simples (1.35 y 1.43 ppm) para los metilos geminales 18 y 19.

Por otra parte, se observaron un conjunto de
senales que permitieron asignarlas a una cadena alifatica similar al acido hexanoico
unido a través del carbono 19 como sustituyente en la posicién 10. Estas seriales
fueron multipletes para los metilenos en 1.16 ppm asignado al CH»-23, 1.54 y 1.80
ppm para H-22 y H22'. Una senal triple que integra para tres protones, fue
asignada al metilo 24. Las senales observadas como dobles de dobles 5=2.64 y 2.83
fueron asignadas al metileno H-20 y H-20" con una J20,20=15.1 Hz, mientras que el
multiplete observado en 3.71 ppm correspondi6 al metino en posicion 19. La senal
en 6=179.1 se asigné al carbonilo de un 4cido carboxilico (C-21) (Figura 44).
Finalmente, se observé un singulete en 12.36 ppm, correspondiente al protén de un
sustituyente hidroxilo en C-5. Los acoplamientos a 1 enlace de distancia "C-H
fueron establecidos por HMQC. Estos desplazamientos se encontraron acordes con

la literatura (Shen Y. C,, et al., 2004).

Compuesto 3 (acido apetélico), aceite amarillo.
RMN-'H (CDCls) &: 0.85 3H, t, ]= 7.3 Hz, CH3.24), 1.13 (3H, d, /= 7.3 Hz, CH3-16),
1.16 (2H, m, CH2-23), 1.35 (3H, d, J= 6.7 Hz, CH3-15), 1.35 (3H, s, CH3-18), 1.43 (3H,
s, CH3-17), 1.54 (1H, m, H-22), 1.80 (1H, m, H-22"), 2.51 (1H, cd, J= 7.3, 3.0 Hz, H-3),
2.64 (1H, dd, J=15.1, 6.4 Hz, H-20), 2.83 (1H, dd, J=15.1, 8.5 Hz, H-207), 3.71 (1H, m,
H-19), 4.44 (1H, m, H-2), 5.44 (1H, d, J= 10.0 Hz, H-7), 6.59 (1H, d, = 10.0 Hz, H-6),
12.36 (1H, s, OH-5). RMN-13C (CDCl;) &: 9.2 (C-16), 13.9 (C-24), 16.2 (C-15), 20.7 (C-
23), 28.1 (C-18), 28.3 (C-17), 30.5 (C-19), 35.5 (C-22), 38.6 (C-20), 44.2 (C-3), 76.0 (C-2),
78.1 (C-8), 101.2 (C-12), 102.5 (C-13), 108.7 (C-10), 115.6 (C-6), 125.6 (C-7), 157.3 (C-
5), 159.8 (C-11, 14), 179.1 (C-21), 201.2 (C-4). EM-HR-FAB mi/z: 389.1963 (Calculado
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para CxH20s: 389.1965). EM-FAB m/z: 389 (M*+1), 373, 329. [a]®p +53° (c=1.5,
CHCl3).

3.1.6 Acido isopetalico

El acido isoapetédlico (4) fue obtenido como un
aceite de color amarillo. El espectro de masas de alta resoluciéon (EM-FAB) mostr6
el i6n M*1 de m/z: 389.1963 (Calculado para C22H290s: 389.1965). Sus espectros de
RMN'H y RMN®C fueron similares a los previamente descritos para su isémero
cis, el acido apetélico. Empero, algunas senales observadas fueron diagnosticas
para indicar que este isémero presentaba los metilos 15 y 16 con orientacion trans y
son similares a las reportadas por Shen Y. C,, et al., 2004. Las sefales para el metilo
en 15 y el hidrégeno en 2 se encontraron desplazadas +0.13 y -0.32 ppm
respectivamente, en comparacion con las del 4cido apetélico. De igual forma, se
mostraron desplazamientos de +0.06 y +0.01 ppm, para las sefiales del metilo en 16
y el H-3 (Figura 46). La constante de acoplamiento, [2.3=10.2 Hz indic6 que estos
protones presentan orientacion frans. Finalmente el OH se observ6 en 12.46 ppm.

Estos datos se encontraron acordes con la literatura (Shen Y. C,, et al., 2004).

Compuesto 4 (acido isoapetalico), aceite amarillo.
RMN-'H (CDCls) é: 0.86 (3H, t, ]= 7.4 Hz, CH3-24), 1.17 (2H, m, CH223), 1.19 (3H,
dd, J= 1.5, 7.0 Hz, CHs-16), 1.40 (3H, s, CH3-17), 1.42 (3H, s, CH3-18), 1.48 (3H, dd,
J=1.2, 6.1 Hz, CH3-15), 1.55 (2H, m, CH2-22), 2.52 (1H, cd, /= 7.3, 10.2 Hz, H-3), 2.7
(1H, dd, J= 6.7, 8.5 Hz, H-20), 2.83 (1H, dd, J= 6.7, 8.5 Hz, H-20"), 3.71 (1H, m, H-19),
412 (1H, m, H-2), 545 (1H, d, ]=9.7 Hz, H-7), 6.61 (1H, d, |= 9.7 Hz, H-6), 12.46 (1H,
s, OH-5). RMN-13C (CDCls) &: 10.4 (C-16), 14.0 (C-24), 19.6 (C-15), 20.8 (C-23), 28.2
(C-18), 28.3 (C-17), 30.4 (C-19), 35.5 (C-22), 38.7 (C-20), 45.7 (C-3), 78.1 (C-8), 78.8 (C-
2), 101.8 (C-12), 102.6 (C-13), 109.1 (C-10), 115.7 (C-6), 125.5 (C-7), 157.0, 157.1 (C-5,
C-11), 159.8 (C-14), 199.3 (C-4). EM-HR-FAB my/z: 389.1963 (Calculado para
C22H2006: 389.1965). EM-FAB m/z: 389 (M*+1), 373, 329. [a]®p-16.1° (c=1.0, CHCl,).
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3.1.7 Isémero estructural del acido isoapetalico

El isémero estructural del 4cido isoapetalico (5) se
aisl6 como un aceite de color amarillo. Su espectro de RMN'H permiti6 establecer
diferencias en desplazamientos quimicos respecto al 4cido isoapetalico: el proton
olefinico aparece desplazado a campo alto en 6.53 ppm para el H-11 y el OH que
aparece en 12.70 ppm (Figura 47). Estos datos fueron similares a los previamente
descritos para este compuesto (Samaraweera U., Sotheeswaran S., Sultanbawa M.
U. S., 1983). A pesar de que el i6n molecular presenta el mismo valor en los
compuestos 3, 4 y 5, el patrén de fragmentaci6n es diferente, siendo el pico base el

fragmento de 271 my/z.

Compuesto 5 (isémero estructural del acido
isoapetélico), aceite amarillo. RMN-'H (CDCls) &: 0.86 (3H, t, = 7.0 Hz, CH3-24),
1.14 (2H, m, CH2-23), 1.2 (3H, d, J= 7.0 Hz, CH3-16), 1.44 (3H, s, CH3-18), 1.44 (3H, s,
CHs-17), 1.49 (3H, d, J= 6.1 Hz, CH;-15), 1.88 (2H, m, CH2-22), 2.54 (1H, dc, =11,
7.0 Hz, H-3), 2.76 (1H, dd, J= 15.0, 7.0 Hz, H-20), 2.86 (1H, dd, /= 15.0, 8.0 Hz, H-
20°), 3.74 (1H, m, H-19), 4.16 (1H, m, H-2), 5.45 (1H, d, /= 10.0 Hz, H-10), 6.53 (1H, d,
J=10.0 Hz, H-11), 12.70 (1H, s, OH-5). RMN-13C (CDCl3) &: 10.1 (C-16), 14.0 (C-24),
19.6 (C-15), 20.9 (C-23), 28.2 (C-17), 28.3 (C-18), 30.3 (C-19), 35.3 (C-22), 45.7 (C-3),
78.0 (C-9), 78.8 (C-2), 101.0 (C-12), 101.6 (C-14), 115.8 (C-11), 125.7 (C-10), 155.1 (C-7,
C-13), 198.7 (C-4). EM-IE m/z: 389 (M*+1), 373, 271. [a]*p -28° (¢=1.0, CHCl3).
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3.1.8 Friedelina, canofilol y amentoflavona
Del extracto hexanico precipité una mezcla
de 2 triterpenos, los cuales fueron aislados e identificados como friedelina (1) y
canofilol (2); mientras que de la fraccion 2 del extracto aceténico precipité un
solido de color amarillo que fue identificado como amentoflavona (10). Esta
identificacion se basé en la comparacion de datos espectroscopicos y constantes
fisicas con los de muestras auténticas, asi como por CCF. Estos compuestos

también se obtuvieron de varias fracciones cromatograficas.
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VIII. DISCUSION

En los altimos afos, se han realizado diversos estudios que evaluan
las propiedades anti VIH-1 de extractos de plantas, de las que han sido aislados
metabolitos secundarios activos sobre blancos enzimaticos especificos del VIH-1
(Yang S. S., et al., 2001; Cos P., et al., 2004). Algunos de estos sondeos incluyen
inhibicion sobre TR y citotoxicidad, pero pocos involucran la inhibicion de la
replicacion viral en sistemas celulares (Hnatyszyn O, et al., 1999; Min B. S,, et al.,
2001). El presente trabajo ofrece una evaluacion de estos 3 parametros para los
extractos seleccionados.

Este estudio abarco la totalidad de especies pertenecientes a la familia
Clusiaceae que crecen en México. Doce especies (57.1%) mostraron inhibicion de
alta a moderada sobre la TR VIH-1, lo cual apoya la hipotesis de que la familia
Clusiaceae es una fuente potencial de productos naturales con propiedades anti
VIH (Fuller R. W, et al., 1999a). En nuestro estudio, el extracto de Calophyllum
brasiliense fue el mejor en los tres ensayos de actividad biol6gica. Otro extracto
interesante fue Clusia quadrangula, que mostré alta actividad en los dos primeros
ensayos.

Algunos autores consideran que para extractos de plantas, valores de
IC50<50 pg/ml sobre TR VIH-1 pueden considerarse como potentes (El-Mekkawy
S., et al., 1995; Min B. S., et al., 2001). Por lo tanto, el extracto hexanico de
Calophyllum brasiliense (ICso= 29.6 pg/ml) y Clusia quadrangula (ICsp= 42 pg/ml)
estan incluidos en esta categoria. Respecto de la inhibicion de la replicacion de VIH
por extractos de plantas en un sistema celular, ha sido reportado que Crinum
astaticum var. japonicum (Amaryllidaceae) mostré alta actividad anti VIH con una
EDso= 12.5 pg/ml (Min B. S,, et al., 2001). En contraste, Clusia quadrangula requirio
una concentracion casi 10 veces mayor (EDso= 124 pg/ml), mientras que el extracto

hexanico de Calophyllum brasiliense mostré una EDso= 37.1 pg/ml, por lo cual ain
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puede ser considerado como de inhibicion significativa. En cuanto a citotoxicidad,
ha sido indicado que una ECs50>200 pg/ml sobre linfocitos, se considera como de
baja citotoxicidad (Min B. S,, et al., 2001). En nuestro estudio, el extracto hexanico
de Calophyllum brasiliense y el extracto de Clusia quadrangula presentaron un ECsy=
92.5 pg/ml y 91 pg/ml, respectivamente. En consecuencia, estos extractos pueden
considerarse como medianamente toxicos. Sin embargo los resultados globales
sugirieron que el extracto hexanico de Calophyllum brasiliense posee alta actividad
anti VIH y por lo tanto se realizo el fraccionamiento biodirigido para el aislamiento
e identificacion de los compuestos activos.

El analisis quimico indic6 que los compuestos minoritarios del
extracto hexanico de las hojas de Calophyllum brasiliense fueron cuatro
dipiranocumarinas, (+)-calandlido A, (-)-calandlido B, soulattrolido y (+)-
calandlido C. Los tres primeros mostraron alta actividad inhibitoria sobre TR VIH-
1, y el altimo inhibicion moderada. Por otra parte, los compuestos mayoritarios
fueron dos triterpenos, friedelina y canofilol, tres cromanonas, acido apetalico,
acido isoapetalico y un isomero estructural del acido isoapetalico. Estos
compuestos fueron inactivos o mostraron baja inhibicion sobre TR VIH-1.

Tanto el (+)-calanodlido A como el (-)-calanoélido B, son considerados
como inhibidores no nucleésidos de TR VIH-1 (Kashman Y., et al, 1992). La
importancia del anillo D (10,11-dimetilcroman-12-0l) para las propiedades
inhibitorias de los calandlidos, inophyllums y cordatélidos fue descrita
previamente por McKee T. C. et al., 1996 e Ishikawa T., Oku Y., Kotake K., 1997. La
estereoquimica relativa de este anillo fue deducida con base en las constantes de
acoplamiento (/) entre los protones del anillo en los espectros de RMN'H (Ishikawa
T., 2000) y la preparacion de los ésteres de Mosher (Kashman Y., et al., 2004).

El espectro de RMN'H del (+)-calanélido A presenta una constante de
acoplamiento entre H-10 y H-11 que fue de [/=9.1 Hz, lo cual permitio el
establecimiento de H-10 como a axial, mientras que los protones H-11 y H-12

acoplados, mostraron una [=7.6 Hz, lo cual revela que estos dos protones poseen
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una orientacion trans diaxial (Kashman Y., et al., 1992). Con ello, se establecio que
el anillo D del (+)-calandlido A presenta una estereoquimica 10,11-trans-11,12-trans
(Tabla 10).

El (-)-calandlido B es un estereoisomero del (+)-calanolido A, el
primero, mostré una J=10.6 Hz entre los protones H-10 y H-11 y J=3.6 Hz entre H-
11 y H-12, es decir una estereoquimica 10,11-trans-11,12-cis (Tabla 10). El
soulattrolido, que es una cumarina del tipo de los inophyllum (con un grupo fenilo
en C-4), presenté esta misma configuracion 10,11-trans-11,12-cis, deducida de |,
n=10.9 Hz y Ju1,12=3.3 Hz (Tabla 10). Las constantes de acoplamiento registradas
fueron similares a los reportados por otros autores previamente (Gunasekera S. ¢t

al., 1977; Kashman Y., et al., 1992).

Tabla 10. Comparacion del anillo D (10,11-dimetilcroman-12-ol) de las dipiranocumarinas
con actividades inhibitorias sobre TR VIH-1 aisladas de las hojas de C.

brasiliense.
Configuracion Calanodlidos  Inophyllums | (Hz)
Datos Datos
observados  reportados
10,11-trans-11,12-trans (+)-Calanélido A & Hip11=9.1 Hip.11=9.00

(10B-CHs, 11¢-CH3,128- OH)  (10R, 115, 125)0
P P Hii2-7.6 Hip.i2- 82
10,11-trans-11,12-cis (-)-Calanélido B = Hipn=10.6  Hip-11=10.59
(10p-CHs, 11a-CHs, 12a- OH) (108, 11R, 125)9

H[:.12=3.6 HII-12:3.5“:'

10,11-ces-11,12-c1s (+)-Calandlido C “ Hin1=3.3 Hip-11=2.5%
10p-CH,, 113-CHs, 123- OH 10R, 115, 12R)"
(10p =t Bk } ( ) Hip2=5.1 Hyj-12-6.00
10,11-trans-11,12-c1s = Soulattrolido Hyg.11-10.9 Hip11=7.20

(10a-CH;, 11p-CH;, ]2|5- OH) (105, 11R, 125)
l'l]|_|2=3.3 l'lll-l?=3.2l‘)

Aashman Y., et al., 1992, " Gunasckera S, ef al, 1977; ) Ishikawa T., 20(X),

En cuanto al (+)-calanolido C, en la correccion realizada por McKee ¢t

al., 1995, se indica que la estereoquimica del anillo D es la misma reportada
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originalmente para el pseudocalandlido C. Sin embargo, las constantes de
acoplamiento entre H-10 y H-11, asi como entre H-11 y H-12 no son claras en
nuestro espectro, pues H-11 aparece como una senal multiple. A pesar de esto, las
Jio,11=3.3 Hz y J11,12= 5.1 Hz observadas en nuestros espectros, estan acordes con la
literatura y pueden interpretarse como cis en ambos casos; es decir, que el anillo D

del (+)-calanolido C exhibe una configuracion 10,11-cis-11,12-cis (Tabla 10).

La actividad inhibitoria mas alta de TR VIH-1 ha sido observada en el
(+)-calanolido A que presenta una configuracion frans entre los grupos metilo en
C-10 y C-11, mientras que las otras configuraciones presentan una reduccion en
potencia. Una funcion oxigenada en C-12 y en particular un grupo hidroxilo
(Galinis D. K., et al., 1996), asi como los sustiyuentes en C-4 son también relevantes
para la actividad inhibitoria sobre TR VIH-1. En este ultimo caso, la potencia de la
actividad anti TR VIH sigue la serie propilo>fenilo>metilo (Ishikawa T., 2000). Por
estas razones, posiblemente el compuesto 8 a pesar del mostrar el farmacoforo
anillo D y un grupo propilo en C-4, no mostré inhibicién potente sobre TR VIH-1.
Nuestros resultados concuerdan con las relaciones de estructura-actividad (SAR)
propuestas para las dipiranocumarinas aisladas de Calophyllum (Kashman Y., et al.,

1992; Flavin M. T., et al., 1996; Ishikawa T., 2000).

Respecto al extracto acetonico de C. brasiliense, éste presentd un efecto
inhibitorio sobre TR VIH-1, pero fue citotéxico a linfocitos humanos MT2. La
primera de estas actividades, fue debida propiamente a la presencia de calanoélidos.
Mientras que el biflavonoide, amentoflavona, el cual carecio de actividad
inhibitoria sobre TR VIH-1, fue citotoxica a linfocitos MT2 (<2.0x10° células) y

posiblemente es el responsable de la toxicidad observada en el extracto total.

En cuanto al extracto metanolico, es conocido que los extractos

polares pueden contener taninos y otros compuestos polifendlicos capaces de
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inhibir la TR de VIH-1 (Nishizawa M., et al.,, 1989; Tan G. T., Pezzuto J. M.,
Kinghorn A. D., 1991), la ADN polimerasa (Nakane H., Fukushima M., Ono K.,
1990), ADN topoisomerasa I y II (Kashiwada Y., et al., 1993) y la union de la gp120
de VIH-1 con el receptor CD4* de la célula hospedera (Tan G. T., Pezzuto |. M.,
Kinghorn A. D., 1991; Collins R. A., et al,, 1997). Dado que los taninos han
mostrado alta actividad por proteinas y afectan varias reacciones bioquimicas, son
considerados generalmente como inhibidores no selectivos (Au T. K., 2001). En
nuestro caso, el extracto de metanol de las hojas de C. brasiliense mostré inhibicion
sobre la TR VIH-1, dicha actividad puede ser atribuida a los taninos. Los extractos
de Clusia quadrangula y Visnia mexicana fueron similares en sus comportamientos
contra TR VIH-1 respecto del extracto metanolico de C. brasiliense, es decir, que
después de retirar los taninos de las fracciones polares, éstas perdieron su
actividad. Las actividades inhibitorias observadas inicialmente, pudieron deberse a
la presencia de taninos.

Como se menciono con anterioridad, los compuestos mayoritarios
aislados del extracto hexanico de C. brasiliense fueron, acido apetalico, acido
isoapetalico y un isomero estructural del acido isoapetélico, asi como friedelina y
canofilol. El aislamiento de estas cromanonas ha sido reportado previamente de
Calophyllum principalmente de la corteza y semillas de especies asiaticas. El acido
apetalico fue aislado de la corteza de C. apetalum por Govindachari T. R., Prakash
D., Viswanathan N., en 1968. Posteriormente, el éster metilico de este compuesto
fue preparado a partir del producto natural aislado de las semillas de C. chapelieri y
C. brasiliense (Guerreiro E., Kunesch G., Polonsky J., 1971; Plattner R. D., et al.,
1974). Recientemente también se reporté la presencia de acido apetalico de las
semillas de C. blancoi (Shen Y. C,, et al., 2004). Mientras que el éster metilico del
acido isoapetalico fue preparado con el extracto de las semillas de C. chapelieri y C.
brasiliense (Guerreiro E., Kunesch G., Polonsky ]., 1971; Plattner R. D., et al., 1974) y
la corteza de C. bractetaum, C. calaba, C. moonii y C. trapezifolium (Samaraweera U,

Sotheeswaran S., Sultanbawa M. U. S,, 1983). Al igual que su isomero, ¢l acido
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apetalico, recientemente se obtuvo de las semillas de C. blancoi (Shen Y. C,, et al.,
2004). El aislamiento del isomero estructural (5) fue reportado por Samaraweera U.,
Sotheeswaran S., Sultanbawa M. U. S., en 1983. Se obtuvo de la corteza de C.
bracteatum, C. calaba, C. moonii y C. trapezifolium. El presente trabajo es el primer
reporte del aislamiento de las cromanonas 3, 4 y 5 de las hojas de C. brasiliense, asi
como de la evaluacion de las propiedades anti VIH.

En el caso de las dipiranocumarinas, (+)-calanolido A, (-)-calandélido B,
(+)-calanolido C y soulattrolido, éstas han sido previamente aislados de los frutos,
brotes (Kashman Y., ef al., 1992), corteza (Gunasekera S. P., et al., 1977) y latex
(Pengsuparp T., et al, 1996) de diferentes especies asiaticas de Calophyllum.
Recientemente, los compuestos (+)-calanolido A y (-)-calanélido B fueron aislados
de la corteza de C. brasiliense colectado en Brasil (Ito C,, et al., 2003c), sin embargo,
esta es la primera vez que estas dipiranocumarinas son encontradas en las hojas.
Curiosamente, esta especie fue omitida en estudios previos de evaluacion de
propiedades anti VIH llevados a cabo por McKee et al, 1998. Estos autores
realizaron un estudio quimitaxonémico de especies de Calophyllum colectadas
principalmente en Malasia (Asia), con la finalidad de buscar dipiranocumarinas
con propiedades anti TR VIH. Su método incluyé un sondeo por CCF para la
deteccion de dipiranocumarinas mediante una mancha azul caracteristica,
utilizando (-)-calanélido B y soulattrélido como muestras de referencia y vainillina-
H2504 como revelador. Los extractos positivos fueron posteriormente sometidos a
cromatografia, pero C. brasiliense no fue incluido por la ausencia de
dipirancoumarinas en CCF. Dicha omision puede deberse a la existencia de 2
quimiotipos de C. brasiliense en México. Uno de ellos, colectado en la Sierra de
Santa Martha, Veracruz presenta como constituyentes mayoritarios cumarinas del
tipo de las mammeas (Reyes-Chilpa R., et al., 2004). Estas ocho cumarinas (Figura
6) han sido previamente reportadas para las semillas de Manumea americana y M.
africana (Crombie L., Games D. E., 1966; Crombie L., Jones R. C. F., Palmer C. |,
1985; Carpenter 1., McGarry E. |., Scheinmann F., 1970), asi como Mesua raceniosa
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(Morel C., et al, 1999), todas ellas especies pertenecientes a la misma famila
Clusiaceae. El otro quimiotipo, fue tratado en el presente estudio y presenta como
compuestos mayoritarios, cromanonas, asi como dipiranocumarinas activas contra
TR VIH-1. Las cumarinas del tipo de las mammeas encontradas en el primer
quimiotipo fueron inactivas contra TR VIH-1. Ello puede deberse a que estas
sustancias no contienen el anillo D (10,11-dimetilcroman-12-ol).

Las dipiranocumarinas tetraciclicas calanolidos A y C, inophyllum A,
C,DyE(ItoC,, et al., 2003), asi como las ocho cumarinas del tipo de las mammeas
antes descritas (Reyes-Chilpa R., et al., 2004) (Figura 6) fueron aisladas de la misma
especie, C. brasiliense de distribuciéon Neotropical. El hecho de que en nuestro pais
sea reconocida solo una especie de Calophyllum, C. brasiliense (Pennington T. D.,
Sarukhan J., 1998), pudiera ser producto de la falta de un estudio taxonémico a
fondo, que agotara primeramente las caracteristicas estrictamente morfologicas de
la especie. Nuestros resultados, que indican la presencia de dos quimiotipos, han
sido basados en los metabolitos secundarios presentes en las hojas. Estudios de
histologia, genética, ecologia y evolucién pudieran ser herramientas que ofrecieran
la informacién necesaria para resolver la situacién de este género y en particular de
la especie en México y quizas también, podria ser punto de referencia con otras
especies del Continete Americano, como las que crecen en Brasil. Finalmente, se
podria compararlas con las especies de distribucion en Asia, lugar que ha sido
considerado como el centro de diversificacion del género (Hammel B. E., 1986;
Kearns D. M., et al., 1998). En particular, las cumarinas del tipo de las mammeas
han sido descritas solamente en 2 especies del género Calophyllum (Reyes-Chilpa R.,
et al., 2004). Estas cumarinas del tipo de las mammeas que presentan un
sustituyente acilo saturado en C-6 6 C-8 son importantes en quimiotaxonomia
dado que representan un pequefio grupo de especies de Calophyllum compuesto
por C. dispar y ahora C. brasiliense y con los géneros Mammea y Mesua, todos ellos
incluidos en la subfamilia Calophylloideae, una subfamilia de Clusiaceae (Guilet

D., et al., 2001).
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Entre los calandlidos e inophyllum aislados en el presente trabajo,
destaca el (+)-calandlido A dadas sus caracteristicas como ITRNN que ya se han
discutido con anterioridad. En este estudio se destaca el hecho de que estas
sustancias han sido obtenidas de la hojas de C. brasiliense. Estos organos vegetales
son considerados modulares y para su obtencion no es necesario sacrificar al
organismo. Esto es, que podria proponerse un modelo de cultivo vegetal con la
finalidad de explotar este recurso como fuente de farmacos antiretrovirales a partir
de un recurso natural nacional. Sin embargo, una limitante es el bajo rendimiento
del (+)-calanolido A (<Img/gr de extracto). Este valor coincide con el rendimiento
reportado para la especie asiatica C. lanigerum var. austrocoriaceum (Cardellina, J. H.,

et al., 1995).

Por otra parte, el presente trabajo busca también ofrecer informacion
sobre una alternativa al creciente problema de SIDA en México, pues como ya se
mencioné anteriormente, el SIDA afecta mayoritariamente en nuestro pais a la
poblacion en edad productiva de ambos sexos (79.1% de los casos corresponden al
grupo de 15-44 anos). Adicionalmente, el alto costo de los medicamentos de
acuerdo con el régimen propuesto por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
en el ano 2000, costaba para un paciente entre 10, 000 y 12, 000 délares (E. E. U. U.)
en el mercado mundial, lo cual representaba restricciones en el acceso a la terapia
antiretroviral para la mayoria de los pacientes. Dada la competencia de los
farmacos genéricos y los precios diferenciales de algunas comparniias farmacéuticas,
la ADPIC (Consejo de los Aspectos de los Derechos de Propiedad Intelectual de la
Organizacion Mundial de Comercio) puso en practica medidas que ofrecen una
solucion a este problema, reduciendo el precio del tratamiento para cubrir
exclusivamente los costos de fabricacion y distribucion. Esto se llevo a cabo
recientemente en una serie de paises gravemente afectados por la crisis (entre los
que se considera México) donde los precios de las combinaciones mas usadas

bajaron a 600 y hasta 300 dolares (E. E. U. U.) por persona por ano (Moore M.,
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2001). Aun con estas medidas, en México, los farmacos que integran los esquemas
contemplados tienen un costo mensual (precios de gobierno) que fluctaa entre los
3000 y 4500 pesos, y cuyo promedio anual es de 6000 dolares (E. E. U. U.)
(Secretaria de Salud, México, 2004), pero siguen estando por encima de los ingresos
anuales por habitante (Moore M., 2001). Ello tiene graves repercusiones en el
bienestar econémico de miles de familias.

Segun la Secretaria de Salud (2004) en México, al igual que en otros
paises, el SIDA se ha convertido en un problema de salud publica complejo, con
multiples repercusiones psicolégicas, sociales, éticas, econémicas y politicas que
rebasan el ambito de la salud, por lo que es clara la necesidad de la participacion
de diversos sectores de la sociedad y la coordinacion entre las instituciones,

sectores y pais para poder combatirla.
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IX.

CONCLUSIONES

Cinco de las 21 especies de Clusiaceae estudiadas presentan un alto
porcentaje de inhibicién sobre la TR VIH-1 (270%), mientras que 2
especies presentan un porcentaje moderado de inhibicion (<68% pero

>64%).

Doce especies (57.1%) mostraron alta o moderada actividad inhibitoria
sobre la TR VIH-1, lo cual apoya la propuesta de que la familia
Clusiaceae podria ser una fuente de productos naturales con actividad

anti VIH.

Los extractos con mayor actividad inhibitoria sobre TR VIH-1 fueron
los extractos hexanico, aceténico y metanolico de Calophyllum brasiliense,

colectado en Los Tuxtlas, Veracruz.

Los compuestos mayoritarios en el extracto hexanico de C. brasiliense
son triterpenos (friedelina y canofilol) y cromanonas (ac. apetalico, ac.
isoapetélico y un isémero estructural del ac. isoapetélico). Los
compuestos minoritarios son dipiranocumarinas del tipo de los
calanélidos (calanélido A, B y C), e inophyllum (soulattrélido) y han

sido identificados como los compuestos activos contra TR VIH-1.

El extracto aceténico de C. brasiliense contiene un compuesto del tipo
de los biflavonoides (amentoflavona). Este compuesto podria ser el
responsable de la actividad t6xica del extracto total a las células MT2.
El extracto acet6nico contiene trazas de calandlidos y quizas a ello debe

su actividad inhibitoria sobre la TR VIH-1.
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El extracto metanodlico de C. brasiliense debe su actividad inhibitoria

sobre TR VIH-1 principalmente a los taninos.

Los extractos CH>Clz de Vismia mexicana y Clusia quadrangula deben su

actividad inhibitoria sobre TR VIH-1 principalmente a taninos.
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PERSPECTIVAS

Evaluar los posibles efectos inhibitorios de las piranocumarinas
aisladas, sobre microorganismos causantes de infecciones oportunistas

asociadas a SIDA.

Proponer un modelo econdémico de explotacion redituable vy
sustentable de las hojas de Calophyllum brasiliense como fuente de

farmacos antiretrovirales a partir de un recurso natural nacional.

Analizar otros 6rganos de Calophyllum brasiliense como posible fuente

de nuevas piranocumarinas con actividad anti TR VIH-1.

Realizar un estudio taxonémico, ecolégico y genético del género

Calophyllum en México.

Proponer un plan de conservaciéon de Calophyllum brasiliense como

fuente de antiretrovirales.

Evaluar las posibles propiedades inhibitorias de las piranocumarinas

sobre otros blancos de VIH.

Realizar un estudio de las cepas de VIH circulantes en México y
evaluar si presentan diferente sensibilidad a las piranocumarinas

estudiadas.
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PROTOCOLOS DE LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

A. Efecto de los Extractos y Compuestos sobre TR VIH-1

Para la determinacion del efecto de los extractos y compuestos puros de
Clusiaceae mexicanas sobre TR VIH-1, se utiliz6 el kit Lenti RT (Cavidi Tech). Los
extractos y/o fracciones en un primer sondeo se probaron a una concentracion
unica de 50 pg/ml. De los extractos y /o fracciones que resultaron activos, se
determin6é una curva dosis-respuesta donde las concentraciones fueron en un
intervalo de 10-120 pg/ml. De igual forma, los compuestos puros se probaron
inicialmente a una concentracioén unica de 1mM; la curva dosis-respuesta se realizo
unicamente con los compuestos activos en un intervalo de 1 mM a 0.001 pM.

Tanto extractos, fracciones como compuestos puros fueron disueltos en

DMSO y probados por triplicado. Se utiliz6 Nevirapine como control positivo.

A continuacion se describe el protocolo del Kit Lenti RT (Cavidi Tech) para
determinar la actividad inhibitoria sobre la TR VIH-1.

Este kit consta de varios elementos:

2 placas de Poli A (96 pozos cada una)

1 frasco con amortiguador de dilucién (B)

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

1 frasco con amortiguador de reconstitucion (C2)

1 frasco con estandar TRr-VIH (D)

1 frasco con amortiguador de lavado concentrado (E)

2 frascos con anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina (O)

1 frasco con tabletas del sustrato de la fosfatasa alcalina (1)
1 frasco con amortiguador del sustrato de la fosfatasa alcalina (P2)
4 tapas de plastico adhesivo

2 tapas de plastico duro.
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Preparacion del amortiguador de dilucién:

3.1.1 Adicionar 30 ml del frasco B en un vaso de precipitados
y adicionar 30 ml de agua destilada (solucién 1).

Dilucién de las sustancias:

Las sustancias puras se evaluaron en 7 concentraciones que van desde 1mM,
100, 10,1, 0.1, 0.01, 0.001 uM. Para ello:

3.1.2 Adicionar 135 pl de la solucion 1 en cada pozo de las
dos placas de preparacion de las muestras (placas de 96
pozos)

3.1.3 Adicionar 15 pl de la sustancia por analizar en el pozo
Al

3.14 Adicionar 15 ul de la segunda sustancia por analizar en
el pozo A2 y asf continuar con las demds sustancias
hasta completar A12

315 Transferir 15 pl desde los pozos Al-Al12 a los
correspondientes pozos de la fila B

3.1.6 Transferir 15 pl desde los pozos B1-B12 a los
correspondientes pozos de la fila C y asf continuar hasta
la fila G (esto se realiza en ambas placas)

3.1.7 Lafila H se usa para controles.

Preparacion de la mezcla de reaccién:

« Adicionar 2 ml de amortiguador de reconstitucion (C2) al
frasco que contienen los componentes de reacciéon de la TR
(C1). Regresar 200 pl al frasco C2 (mezcla C1 + C2).

Preparacion de las placas de Poli A con las muestras:

- Tomar las 2 placas de Poli A y adicionar 100 pul de la mezcla de
reaccion (mezcla C1 + C2) a cada pozo

- Transferir 50 pl de cada pozo de las placas de preparacion de
muestras a las placas de PoliA en el pozo correspondiente

« Cubrir las placas con la tapa de pléstico adhesivo e incubar a
33° C durante 30 min.
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Dilucion del estandar TRr-VIH (D):

Adicionar 1.5 ml de la solucién 1 al frasco que contiene el
liofilizado del estandar TRr-VIH (D). Mezclar vigorosamente
En un vaso de precipitados adicionar 12 ml de la solucién 1 y
verter 1 ml de la TRr-VIH (D) resuspendida. Mezclar
vigorosamente (solucién 2).

Inicio de la reaccién de la TR:

Tomar las placas de Poli A de la incubadora y adicionar 50 ul
de la solucién 2 en todos los pozos excepto H8-H12

Adicionar 50 pl del amortiguador de dilucién en los pozos H8-
H12

Sellar las placas con las tapas de plastico adhesivo e incubar a
33° C durante 3 h con agitacion constante.

Preparacién de la solucién de lavado:

Adicionar 30 ml de Trit6n X-100 en un litro de agua destilada
(6 la cantidad necesaria para que se disuelva) y agitar por 10
min

Adicionar 10 ml del lavado concentrado (E) a un contenedor
de4l

Adicionar el Tritén X-100 disuelto en el contenedor y ajustar el
volumen a 4 | con agua destilada. Mezclar vigorosamente.

Fin de la reaccion de la TR:

L]

Tomar las placas de Poli A de la incubadora y lavarlas 4 veces
con la solucién de lavado de Triton X-100. Eliminar el exceso
de agua colocdndolas cara abajo sobre papel absorbente.

Reconstitucion del anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina:

Tomar los 2 frascos que contienen el anticuerpo (O) y adicionar
12 ml de una solucién 1% v/v de Triton X-100 a cada una.
Mezclar vigorosamente de 10 a 15 min

Tomar las placas recién lavadas y adicionar 100 pl del
anticuerpo resuspendido a cada pozo en ambas placas.
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10.

11.

12.

13.

14.

Cubrirlas con tapa de plastico adhesivo e incubarlas a 33° C
durante 90 min con agitacion constante.

Preparacion del sustrato de la fosfatasa alcalina (FA):

Adicionar las tabletas de FA (P1) al amortiguador (P2). Agitar
ocasionalmente. Mantener en oscuridad y a temperatura
ambiente. Dejar reposar por un tiempo minimo de 20 min.

Eliminar el exceso de anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina:
- Tomar las placas de Poli A de la incubadora y lavarlas con la
soluciéon de lavado de Triton X-100 (aproximadamente 20

veces). Eliminar el exceso de agua colocandolas cara abajo
sobre un papel absorbente.

[nicio de la reaccion de la fosfatasa alcalina:

Adicionar 200 pl del sustrato de la fosfatasa alcalina a cada uno
de los pozos de ambas placas de Poli A
Cubrir las placas con las tapas de plastico duro e incubar a

temperatura ambiente. Mantener en obscuridad y agitacion
constante.

L]

Lectura de las placas:

Leer la absorbancia de ambas placas con un lector, utilizando
un filtro de 405 nm, después de 15 min de reaccion. Repetir la
lectura en intervalos de tiempo hasta que la lectura de los

pozos H1-H7 den valores de aproximadamente el 75% del
valor maximo de actividad.

Procesar datos.
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B. Efecto Toéxico sobre Linfocitos Humanos

El efecto citotoxico de los extractos y fracciones seleccionados con actividad

sobre TR VIH-1, fue determinado sobre la linea celular linfocitica MT2.

Los extractos y/o fracciones en un primer sondeo se probaron a una

concentracién unica de 50 pg/ml. A los extractos y /o fracciones que resultaron

activos, se les realiz6 una curva dosis-respuesta donde las concentraciones fueron

en un intervalo de 10-120 pug/ml.

Tanto extractos, fracciones como compuestos puros fueron disueltos en

DMSO y probados por cuatriplicado. Se utilizé6 Nevirapine como control positivo

(40 pM).

El protocolo del ensayo realizado se describe a continuacién:

Disolucion de los extractos:

Los extractos y fracciones a probar fueron disueltos en DMSO
(0.15% v/v; cantidad previamente determinada) y se adicion6
agua destilada en los casos requeridos

En el caso del control Nevirapina, fue disuelto en DMSO y
agua destilada acidificada (pH= 1.8).

Montaje de las placas de cultivo:

Se utilizaron placas de 24 pozos donde se colocaron 150, 000
células MT2 (fase log) por pozo, que previamente fueron
seleccionadas entre otras cepas

Adicionar a cada pozo medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 0.25 pg/ml de
estreptomicina y 100 pg/ml de penicilina G

Adicionar 50 pg/ml de la sustancia a probar (excepto en los
pozos control)

Incubar las placas a 37° C con 5% de CO; en atmosfera humeda
durante 48 horas (tiempo previamente estandarizado).

Preparacion en la camara de Neubauer:
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« Sacar las placas de la incubadora y tomar una alicuota de cada
pozo de 20 ul y colocarlas en un tubo

- Agregar 80 pl de colorante vital (azul de tripano) y agitar
vigorosamente

+ Tomar una muestra y colocarla en la camara de Neubauer,

cuidando que la pelicula no se derrame por los lados y que
esté libre de burbujas.

4, Conteo de células:

+ Realizar el conteo directo de células en la preparacion

realizada en la cAmara de Neubauer mediante el microscopio
optico.

5. Procesar datos.
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C. Inhibicién de la Replicacién de VIH-1 en Linfocitos Humanos

El efecto inhibitorio sobre la replicacién viral de los extractos y fracciones
seleccionados con actividad sobre TR VIH-1 y no téxicos a linfocitos MT2, fue
determinado mediante la cuantificacion de antigeno p24 en sobrenadante de
cocultivo de IIIb/LAV-Molt4 y células MT2 en presencia de la sustancia a probar.

Las condiciones de este cocultivo, asi como las concentraciones de las
sustancias a probar fueron idénticas a las del ensayo de toxicidad, con la tnica
salvedad de que se agregaron 350 células IlIb/ LAV-Molt4 por pozo.

A los datos obtenidos en los ensayos de toxicidad e inhibicion de la
replicacion viral se les aplicé un anélisis estadistico (ANOVA).

La cuantificacién de antigeno p24 en sobrenadante se midi6 después de 48 h
de incubacién y se realizé mediante el kit Genetic Systems HIV-1 Ag EIA (Bio-Rad),

cuyo protocolo se describe a continuacion.

Este kit consta de varios elementos:

2 placas con anticuerpos monoclonales a p24 de VIH-1 (96 pozos cada una) (R1)
frasco con solucién concentrada de lavado (Tween 20 ) (R2)
frasco con diluyente del espécimen (R3)
vial con el control negativo (suero humano normal) (CO)
vial con el control positivo (antigeno VIH-1 purificado) (C1)
vial con conjugado 1 (conjugado de anticuerpo de oveja anti p24 ) (R4)
vial con conjugado 2 (conjugado avidina-HRP) (R5)
frasco con diluyente del conjugado (R6)
frasco con buffer del sustrato (H202) (R8)
frasco con cromégeno (TMB) (R9)
2 frascos con solucién de paro (H2504 1N) (R10)
tapas plasticas adhesivas.

bk e e d ek el e ped
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4.

Preparar las soluciones de trabajo:

Diluir los conjugados 1 (R4) y 2 (R5) en el diluyente del
conjugado (R6) en una proporcion 1:100 en recipientes
separados. Mezclar vigorosamente

Diluir el cromégeno TMB (R9) en el buffer del sustrato (R8) en
una proporcién 1:100 y mezclar vigorosamente. El cromégeno
debe ser incoloro o amarillo palido. Mantener por separado
Adicionar 1 parte de la soluciéon concentrada de lavado (R2) a 9
partes de agua destilada o desionizada. Mezclar
Vigorosamente. Mantener por separado.

Adicion de las muestras y controles:

Adicionar 50 pl del diluyente del espécimen (R3) a cada pozo.
Observar que el color de esta solucién es verde

Adicionar 150 pl de los sobrenadantes de cultivo en los pozos
respectivos

Colocar 2 controles positivos (Cl) y 2 negativos del
sobrenadante de cultivo en cada placa. Agitar vigorosamente.
Observar que el diluyente del espécimen cambiara de color a
azul.

Cubrir las placas con tapas plasticas adhesivas e incubar a 37+
1°C 6 40 + 1° C durante 60 + 5 min.

Comienzo de la reaccién con el conjugado 1:

Tomar las placas de la incubadora y lavarlas un minimo de 5
veces con la solucion de lavado (al menos 350
ul/pozo/lavado).

Adicionar 100 pl del conjugado 1 (color amarillo) a cada pozo
experimental 6 control

Cubrir las placas con una tapa de plastico adhesivo e incubar
a37+1°C 640 £ 1° C durante 30 £ 5 min.

Segunda reaccion con el conjugado 2:

Tomar las placas de la incubadora y aspirar su contenido en un
recipiente de desechos biologicos
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- Lavar las placas un minimo de 5 veces con la solucién de
lavado (al menos 350 ul/pozo/lavado)

 Adicionar 100 pl del conjugado 2 (color verde) a cada pozo
experimental 6 control.

« Cubrir las placas con una tapa de plastico adhesivo e incubar a
37+ 1° C 640 £+ 1° C durante 30 + 5 min.

5. Reaccion del cromégeno:

- Tomar las placas de la incubadora y lavarlas un minimo de 5
veces con la solucibn de lavado (al menos 350
ul/pozo/lavado). Eliminar el exceso de agua, colocandolas
cara abajo sobre un papel absorbente

- Adicionar 100 pul del cromégeno a cada pozo experimental 6

control. Incubar las placas en oscuridad a una temperatura de
18-30 ° C durante 30 + 5 min.

6. Final de la reacci6n:

« Adicionar 100 pl de la solucién de paro a cada pozo. Agitar
constantemente.

78 Lectura de las placas:

« Leer la absorbancia de ambas placas después de 30 min de
reaccion. Utilizar un lector con filtro de 450 nm y usar un filtro
de referencia de 615 a 630 nm.

8. Procesar datos.
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Espectro 54. Espectro de RMNC del 4cido isoapetélico.
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916 Notes
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HIV-1 Inhibition by Extracts of Clusiaceae Species from Mexico
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The organic plant extracts of 21 species of Clusiaceae from Mexico were screened for anti HIV-1 reverse
transcriptase activity in a non-radioactive immuno colorimetric assay. The extracts of 5 species (23.8%) exhib-
ited significant inhibition (=70%) of HIV-1 RT activity; of these, only 4 extracts showed reduced toxicity to
human lymphocytic MT2 cells and were further tested as inhibitors of HIV-1 ITI/LAYV replication in a cellular
system. The best extracts were Calophyllum brasiliense (hexane) and Clusia quadrangula (CH,Cl;,-MeOH) which
inhibited HIV-1 RT (IC,,=29.6 tig/ml and 42 ig/ml), and showed an EC,,=92.5 ig/ml and 91 g/ml, respectively,
on MT2 cells. However, only Calophyllum brasiliense hexane extract shuwed significant inhibition on viral repli-
cation (ED¢,=37.1 gg/ml), while Clusia quadrangula was less active (EDy,=124 ug/ml). These results support the
idea that plant extracts represent a valuable source of potential anti HIV compounds.
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HIV has been identified as the etiological agent of
AIDS.'? The disease is characterized by opportunistic
pathogen infections, accompanied by a drastic decrease in
the number of CD4 T cells. It is now accepted that there are
two types of HIV: HIV-1 and HIV-2. Most AIDS worldwide
is caused by HIV-1.") The replicative cycle of HIV has been
extensively studied to determine specific processes that can
serve as drug targets. One of the most critical steps is the re-
verse transcription of viral RNA into a cDNA copy, which is
catalyzed by enzyme reverse transcriptase (RT).* Many
strategies have focused on the search for inhibitors against
this viral enzyme; these compounds should also be non-toxic
to uninfected cells.” However, in spite of the number and va-
riety of anti-HIV drugs, the rapid development of HIV resis-
tance necessitates continuation of the search for new drugs
including synthetic and natural products.®’

In this context, highly active anti-retroviral therapy
(HAART) has proved to be very beneficial to HIV infected
patients, especially triple-drug combinations (3 RT in-
hibitors; 2 RT inhibitors+1 protease inhibitors) over mono
and bi-drug combinations. HAART has provided a sustained
reduction of the plasma viral load, increased the CD4 T cells
counts, and also delayed disease progression to AIDS.”
However, these benefits are limited by important risks associ-
ated with prolonged use of this treatment, such as metabolic
disturbances, cross pharmacological reactions with other
drugs, and low adherence to long or permanent treatment;
these could subsequently induce the rapid development of
viral resistance, as well as deep toxicity effects recognized on
the cardio-vascular system, liver, kidney, brain, pancreas and
skin.™® For all these rcasons and the fact that RT inhibitors
are always used in triple-drug therapy, new substances with
possible different toxic or resistant induction sites could offer
alternative options in HIV RT therapeutics.

In the search for HIV-1 RT inhibitors, screening of plant
extracts is a valuable method to discover new compounds po-
tentially useful in therapeutics.”'® Coumarins and benzophe-
nones with these antiviral propertics have been isolated from
several plant species of the Clusiaceae family through biogu-
ided fractionation. Among the most important coumarins
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able to inhibit HIV-1 RT with low cytotoxicity on uninfected
cells are: (+)-calanolide A, (—)-calanolide B,'"'® (+) ino-
phyllum B and P,'*'* soulattrolide;'¥ (+)-cordatolide A and
(—)-cordatolide B.'® All these substances were isolated from
Calophyllum species. The most outstanding compound is
(+)-calanolide A, which showed potent and specific anti
HIV-1 RT activity in in vitro as well as in in vivo pharmaco-
logical tests.'” 2% This compound is currently in Phase /11
clinical trials.?" In the case of benzophenones, guttiferone A
isolated from Garcinia livingstonei, guttiferone E and isox-
anthochymol isolated from Garcinia ovalifolia™ showed anti
HIV-1 RT activity in vitro, but their cytotoxic effects on
human lymphocytic cell lines precluded further studies.

Since species from the Clusiaceae family represent a po-
tential source of new chemical identities able to inhibit HIV-
I RT,” we have carried out a screening of Clusiaceae
species that thrive in Mexico. In this study we report the
evaluation of organic extracts of 21 species in their capacity
for HIV-1 RT inhibition in vitro, their toxicity effects on
human lymphocytes and their inhibition of HIV-1 replication
in a cellular system.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material To establish which species should be in-
cluded in this study, a preliminary taxonomic review was car-
ried out with herbaria specimens. Clusiaceae samples were
collected by us or obtained by donation from collectors or
herbaria, Collections were performed in the states of Guer-
rero, Veracruz and Oaxaca in Mexico. Vouchers are de-
posited at the IMSS Medicinal Herbarium (IMSSM), Na-
tional University of Mexico (MEXU), the Faculty of Sci-
ences (FCME) and the Institute of Ecology (XAL). Taxo-
nomical identity of each species was confirmed by one of the
authors, Lucio Lozada.

Preparation of Extracts Plant material, preferably
leaves, was dried at room temperature, powdered and ex-
tracted with CH,Cl,-MeOH (I : 1). The extracts were evapo-
rated to dryness. In the case of Calophyllum brasiliense,
hexane, acetone and methanol extracts were also prepared.
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Biological Assays Antiviral activities of Clusiaceae ex-
tracts were evaluated by three successive assays. HIV-1 RT
inhibition was first screened, and those extracts that showed
inhibition over 70% were sclected for the next bioassay. Cy-
totoxic effect of the extracts was examined on human lym-
phocyte cell lines. Non-toxic extracts were selected for the
last bioassay, which consisted of determining inhibition of
HIV-1 HIb/LAV replication. Concentration-dependent activ-
ity of the most active extracts was performed in the three bio-
logical assays. Nevirapine, a non-nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitor (NNRTT) was used as positive control.

HIV-1 RT Inhibition HIV-1 RT inhibition by extracts
was cvaluated by a non-radioactive immuno and colorimetric
assay (Lenti RT Activity Assay, Cavidi Tech).? Assay was
performed according to the protocol provided by the manu-
facturer. Each extract was dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) and tested at 50 pig/ml.

Toxic Effect on Human Lymphocytes Cell Line The
cytotoxic effect of anti HIV-1 RT active extracts was deter-
mined on human lymphocytic MT2 cells. The assay was per-
formed as follows: MT2 cells were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 10% fetal calf serum, 0.25 pg/ml
of streptomycin and 100 ug/ml of penicillin G, in the pres-
ence of the plant extracts. Culture was maintained at 37°C
under 5% CO, humidified atmosphere. Plant extracts were
dissolved in DMSO and tested at 50 pg/ml. After 48 h, cellu-
lar death was assessed by direct microscopic examination of
trypan blue stained cells. Results were compared with a con-
trol of MT2 free of extract.

Inhibition of HIV-1 ITIb/LAV Replication Inhibition of
viral replication by plant extracts was measured in a cocul-
ture of I1b/LAV-Molt4 cells and non-infected MT2 cells in
the presence of the plant extracts. Concentration of extracts
and conditions of culture were the same as those described
for the toxicity assay. After 48 h inhibition of viral replication
was measured by a p24 antigen enzyme immunoassay (Ge-
netic Systems HIV-1Ag EIA, Bio-Rad) performed in the cul-
ture supernatant.

RESULTS

Plant Material Clusiaceae from Mexico was reviewed
for the last time eighty years ago,™ and 4 genera and |1
species were reported. Our taxonomic investigation in
herbaria and in the field revealed that Clusiaceae in Mexico
is now composed of 8 genera and 21 species (Table 1). Ex-
tracts of all the species of Clusiaccac were prepared and
tested at least in the HIV-1 RT screening assay. Although the
species Marila laxiflora is present in Mcxico, it was not pos-
sible to collect it and bioassays were performed with leaves
of this species collected in Peru (South America).

HIV-1 RT Inhibition Extracts prepared from the lcaves
of 21 species of Clusiacecae were screened for anti-HIV-1 RT
activity (Table 1). Five species (23.8%) showed a high anti
HIV-1 RT (=70% inhibition), while 7 species (33.3%) were
moderately active (50 to 70% inhibition) and 9 species
showed less than 50% inhibition (Table 1). The three most
active cxtracts belong to the same species, Calophyllum
brasiliense: hexane (77.9%), acctone (81.3%) and methanol
(83.3%). Extracts of Clusia massoniana and Vismia mexi-
cana produced a 72.9% inhibition of the enzyme, while Clu-
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sia guatemalensis and Vismia camparaguey showed 70.8%
inhibition. The anti-HIV-1 RT activity of extracts from other
plant organs is also shown in Table 1. In this case, the highest
inhibitory activity found was 64.1% inhibition for the flower
extract of Marila laxiffora.

Toxic Effect on Human Lymphocytes Cell Line The
lymphocyte toxicity assay was performed only with the most
active extracts (=70%) and C. quadrangula. Only five of
the nine selected extracts were non-toxic to lymphocytes
MT2: Calophyllum brasiliense (hexane, methanol and
CH,Cl,-MeOH), Vismia mexicana and Clusia quadrangula
(Fig. 1). Non-toxicity criteria were established based on no
difference in cell number between control and treatment
(ANOVA p<0.05).

Inhibition of HIV-1 IIIb/LAY Replication The hexane
extract of Calophyllum brasiliense inhibited HIV-1 ITIb/LAV
replication in 74.5%, while the methanol extract of Calophyi-
lum brasiliense, Vismia mexicana and Clusia quadrangula
cxtracts exhibited less than 52% inhibition (Fig. 2).

Concentration-Dependent Effects Since Calophyllum
brasiliense hexane extract was the best in the 3 biological as-
says, its concentration-dependent effects were determined.
The range of concentrations tested was 10—120 ug/ml. The
HIV-1 RT ICy, was 29.6 ug/ml, while EDy, for HIV-1
IIIb/LAV replication was 37.1 tg/ml. EC;; on MT2 cells was
observed at 92.5 ug/ml. For comparison with C. brasiliense
hexane extract, concentration-dependent assay was also per-
formed for Clusia quadrangula extract. The 1C,, (42 ug/ml)
and EC,, (91 pg/ml) were similar to Calophyllum brasiliense
hexane extract, but ED;, was 3 times lower (EDg,=
124 pg/ml) (Fig. 3). Nevirapine control showed ECg,=
>200 um and EDg,=0.03 pM; these values were very similar
to those reported in the literature for this compound with
MT4 cells and HIV-1 [1Ib.29

DISCUSSION

A number of anti HIV-1 plant extract screenings have been
performed during the last years and several active plants and
secondary metabolites have been recognized, most of them
able to act specifically on enzymatic targets.””?* Neverthe-
less, none of these substances is completely innocuous.””
Therefore, evaluation of cytotoxicity is necessary towards the
development of effective anti-HIV drugs. Several screcnings
include HIV-1 RT inhibition and cytotoxicity, but few also
involve inhibition of viral replication in cellular systems.**3"
This study offers an evaluation of these three parameters for
selected extracts.

The present screening comprised the 8 genera and 21
species belonging to Clusiaceae that thrive in Mexico.
Twelve species (57.1%) showed high to moderate anti HI'V-1
RT activity, supporting the idea of Clusiaceae as a valuable
source of HIV inhibitory natural product leads.?” In this
study Calophyllum brasiliense hexane extract showed the
best performance in the three bioassays. Another interesting
extract, Clusia quadrangula overcame the two former tests.
Thus we performed concentration-response experiments
with both extracts and contrasted them with published data
(Fig. 3).

Regarding the HIV-1 RT inhibitory properties of plant ex-
tracts, some authors have pointed out that an IC,, =50 ug/ml
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Table 1. Screening of CH,Cl,-MeOH Extracts (50 yg/ml) of HIV-1 RT Inhibition by Clusiaceae that Thrive in Mexico
Specics Collector Statc Herbarium Part used o ;::'\lf;' ';? of
Calophyllum brasiliense R. Reyes-Chilpa sn Veracruz IMSSM Leaf 70.3x3.0
CAMBESS. 10 Sept 1999 {Los Tuxtlas) 77.9+0.5"
RI.3=1 9"
83.3+1.09
Chrysochlamys guatemaltecana T. Went er al. 2642 Veracruz MEXU Leaf 60.4%1.0
DOoNNELL-SMITH
Chrysachlamys nicaraguensis B. Ortiz and Veracruz FCME Leaf 58.7*0.5
(OErsTED, PLANCHON & TRIANA) Martiniano 170 Flower 31.0%2.0
HemsLey
Clusia flava Jacq. R. Reyes-Chilpa s/n Veracruz IMSSM Leaf 1.0x0.4
Clusia guatemalensis Hemst A. Mendez 9593 Chiapas MEXU Leaf 70.8*1.2
Clusia lundellii StanoL. L. Lozada 2424 Oaxaca IMSSM Leafl 48.0=1.5
Peel of fruit 594*1.6
Seed 50.0%1.0
Stem 27.8+3.4
Clusia massoniana LunNpeLL E. Ramirez 414 Oaxaca FCME Leaf 729*+1.4
Flower 53.6x24
Clusia minor L. T. P Ramamoorthy 2395 Oaxaca FCME Leal 56.1x1.1
Clusia pringlei LUNDELL J. Panero 3923 Guerrero MEXU Leaf 37.6+0.6
Clusia quadrangula BARTLETT L. Lozada 2428 QOaxaca IMSSM Leaf 65.6%1.2
Peel of fruit 51.9%1.2
Seed 56.6*0.6
Stem 59.7+1.9
Clusia rosea JAcqQ. C. Beutelspacher Veracruz MEXU Leaf 16.9%2.0
15 March 1969
Clusia salvinii Donn. Su. L. Lozada 2427 Oaxaca IMSSM Leaf 43.6*15
Peel of fruit 532=x1.6
Seed 47.3%19
Stem 524*24
Clusia tetra-trianthera MAGUIRE D. E. Breedlove 28177 Chiapas MEXU Leafl 39.6+2.0
Garcinia intermedia (PrrTier) C. Gallardo 326 Guerrero FCME Leaf 55.1x33
HammeL
Garcinia macrophylla Maxkr. T. Wendt ef al. 3304 Oaxaca MEXU Leaf 222+6.7
Mammea americana L. R. Reyes-Chilpa Veracruz IMSSM Leaf 11.2*+38
27 February 1999
Marila laxifiora Russy J. Schunke 6389 Peru XAL Leaf 64.7%1.3
Flower 64.1=1.6
Symphonia globulifera L. f. M. A. Magaiia and Tabasco FCME Leaf 17.1+4.2
S. Zamudio 266
Vismia baccifera (L.) Triana & L. Lozada 2435 Oaxaca IMSSM Leaf 57.8+1.9
PLaNCHON Stem 62.4%0.2
Vismia camparaguey SPRAGUE & A. Campos 2573 Oaxaca MEXU Leal 70.8*1.5
RiLEy
Vismia mexicana ScHiroL. E. Martinez 18999 Chiapas FCME Leaf 72.9%1.1
Flower 56.8+2.%
a) Hexane extruct. b) Acetone extract. ¢) Methanol extract. Values are means=S.D,, n=3.
10.0
=3 Clusia maxsaniana
35 - Clusia gualemalensis
B Vigmia comparaguey

#eellsx 10*

Fig. 1.

by
=
I

extract

Effect of Clusiaceae Extracts (50 gg/ml) on MT2 Cell Viability
(A) acetone. (M) methanol, (D-M) dichloromethane-methanol. (1) hexane.

m— Calophyllum brasiliense (A)
== Vismia mexicana

EZ2A Clusia quadrangula
Calophyllum brasiliense (D-M)
=3 Calophyllum brasiliense (M)
Calophyllum brasiliense (H)
OO0 Control MT2 (free of extract)

"p=<005
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1004
ESER8 Clusia quadrangula
== Calophylium brasilicnse (M)
g 751 = Vismia mexicana
3 €222 Calophyllum brasiliense (H)
= 50+
H
254
A

exiract

Fig. 2. Effect on HIV-1 NIb/LAV Replication by Clusiaceae Extracts
(50 pg/ml) (M) methanol, (H) hexane.

—&— C. brasiliense (11)
1Caq™ 29.6 pug/mil

=& (. guadrangula
1Cyg= 42 pg/mi

%, inhibition
e o %

T T 1
L] 20 40 &0 0 100 120 40

extract (jig/ml)

—8— C. brasiliense (H)
EC3= 92.5 pg/mi

—t&— C. quadrangula
ECy= 91 pg/mi

Weellsx 10°

)
extract (ug/ml)
C
100
—e— C. brasiliense (H)
- EDy= 37.1 jig/ml
s —o— C. quadrangula
§ 04 EDy= 124.1 pg/ml
=
=
E e
) /‘/l—”’—!l
o = ;ﬂ :III 6'0 l1u Ii;ﬂ :in |;n
extract (ug/ml)
Fig. 3. Concentration-Response  Curve ol  Culuplvilum  brasiliense

Hexane and Clusia quadrangula Extracts

{A) Inhibition rates on HIV-1 RT (B) Cell viability of lymphocytes MT2. (C) Inhibi-
tion of HIV=1 [HW/LAV replication rates. Each point represents the mean of guadrupli-
cute determinalions. £ 5.0. of the respective means
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is considered significant.®*""  Therefore, Calophvllum
brasiliense hexane extract (I1C,,=29.6 ug/ml) and Clusia
quadrangula (1C;,=42 ug/ml) can be included in this cate-
gory (Fig. 3A). In relation to inhibition of HIV-1 replication
in cellular systems by extracts, it was reported that Crinum
asiaticum var. japonicum (Amaryllidaceae) showed signifi-
cant anti HIV-1 activity (EDg,=12.5 ug/ml).*" Our data
show that Calophvllum brasiliense hexane extract required
an EDg=37.1 ug/ml, that still can be considered as signifi-
cant. In contrast, Clusia quadrangula required a concentra-
tion almost 10 times higher (EDg,= 124 pg/ml). Concerning
cytotoxicity, it has been indicated that an EC,,>200 ug/ml is
a low cytotoxic profile.’” In our study, Calophyllum
brasiliense hexane extract and Clusia quadrangula have an
EC,,=92.5 ug/ml and 91 pg/ml, respectively; in conse-
quence, their performance in this parameter was poor (Fig.
3B).

Our data suggest that Calophyllum brasiliense hexane ex-
tract possesses anti-HIV activities. Curiously, this species
was omitted in previous studics of the evaluation of anti HIV
properties by McKee et al.*® These authors performed a
chemotaxonomic study of Calophyllum species, mainly col-
lected in Malaysia, in order to search for dipyranocoumarins
with HIV-1 RT inhibitory properties. Their method included
a TLC test for detecting dipyranocoumarins by a characteris-
tic deep blue spot, using (—)-calanolide B and soulattrolide
as standards, and positive extracts were further fractionated.
Calophyllum brasiliense was not included as a candidate be-
cause of the absence of dipyranocoumarins on TLC. We re-
cently detected the existence of two chemotypes of Calophyi-
lum brasiliense in Mexico. The first one is included in this
study and showed high inhibitory value for hexane, acetone
and methanol extracts in HIV-1 RT assay, suggesting that
they may contain HIV-1 inhibitory substances. Bioguided
fractionation of these extracts is currently in progress to de-
termine the active constituents. The second chemotype con-
tains mammea type coumarins, all of them inactive against
HIV-1 RT, and these will be reported in an independent paper
at a later date.
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The hexane, acetone and methanol extracts of Calophyllum brasiliense leaves were fractionated following a
three bioassay guide: high HIV-1 RT inhibition, low cytotoxicity on MT2 cells and high inhibition of HIV-1
ITIL/LAV replication. This led to the isolation of three anti HIV-1 dipyranocoumarins: calanolides A and B and
soulattrolide. In contrast, other isolated compounds such as apetalic acid, isoapetalic acid, a structural isomer of
isoapetalic acid, friedelin, canophyllol and amentoflavone were devoid of HIV-1 RT inhibitory activity. Calano-
lide C was also obtained as a natural product and showed moderate inhibitory properties.
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The dipyranocoumarin (+)-calanolide A (6) has potent ac-
tivity against human immunodeficicncy virus type 1 reverse
transcriptase (HIV-1 RT). This compound was first isolated
from the tropical rainforest tree Calophyllum lanigerum var.
austrocoriaceum (Clusiaceae) in 1992." The chemical con-
stituents of Calophyllum species have been actively studied
and yiclded a number of dipyranocoumarins with strong anti
HIV-1 RT activity, for instance: (—)-calanolide B (7) isolated
from C. lanigerum var. austrocoriaceum;" inophyllums B
and P isolated from C. inophyllum;? soulattrolide isolated
from C. inophyllum® and C. teysmanii ¥

The genus Calophyllum consists of 180 spccies with a
pantropical distribution. Species studied for anti HIV activity
have been collected mainly in Malaysia and Sri Lanka. In the
American Continent, Calophyllum is represented by 8
species;”) among them, Calophyllum brasiliense is the widest
distributed species from Brazil to Mexico.” Previous chemi-
cal studies of C. brasiliense leaves from Brazil have reported
hyperin, amentoflavone, quercetin, gallic and protocatechuic
acids.” We have previously reported that the organic extracts
of C. brasiliense leaves collected in Los Tuxtlas, Mexico,
showed significant inhibition on HIV-1 RT and HIV replica-
tion.” We are now reporting the bioguided isolation of the
active compounds of this species.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials and Extracts Preparation C.
brasiliense leaves were collected at Rio Chumiapan, in San
Andrés Tuxtla, state of Veracruz, Mexico. A voucher was de-
posited with the number 14425 at Herbarium of Mexican In-
stitute for Social Sccurity (IMSSM) in Mexico City. Lcaves
were dricd at room temperature and powdered (945.5 g). Ex-
tracts were prepared with hexane, acetone and methanol at
room temperature. The solvent was concentrated in vacuo.

Isolation of the Active Constituents Bioguided chro-
matography was carried out with hexane, acctone and
methanol extracts previously reported with anti HIV-1 prop-
erties.” Identification of pure compounds was performed by
spectroscopic methods (500 MHz for '"H-NMR and 125 MHz
for "C-NMR) and high resolution MS FAB. Bidimensional
spectra and comparison with published data (HMQC and

* To whom correspondence should be addressed,

e-mail: chilpa@servidor.unam.mx

HMBC) were relevant for identification, as well as [],,.

Hexane Extract: The extract was concentrated in a rotary
evaporator (32g). Two triterpens, friedelin® (1, 1.82g) and
canophyllol” (2, 1.64g) precipitated spontaneously during
solvent evaporation. Part of the extract (16 g) was fraction-
ated by silica gel (70—230 mesh) column chromatography
(CC) eluting with hexanc—ethyl acetate (1:0to 0:1). A total
of 270 fractions were collected and monitored by TLC. Simi-
lar fractions were combined to give 27 pooled fractions
which were tested for anti HIV-1 RT properties. Active frac-
tions 18 and 19 were eluted with hexane—ethyl acetate (9: 1).
Fraction 18 was subjected to chromatography column (silica
gel C-18) using acetone—water (7:3 to 1:0). Apetalic acid
(3, 520 mg) was obtained in subfractions 5—&6 eluted with
acetone—water (7 : 3). The remaining subfractions 7—8 were
rechromatographed on silica gel C-18 eluting with acetoni-
trile-water (9: 1 to 1:0). Final purification was achieved by
preparative HPLC (column: Shiseido Silica Gel AG 80 A,
5 um, size 10mm i.d.X250mm; flow: 3 ml/min) using an
isocratic elution (hexane—ethyl acetate 5:5) obtaining suc-
cessively soulattrolide (9, 10mg), (—)-calanolide B (7,
90 mg), (+)-calanolide C (8, 30mg) and (+)-calanolide A
(6, 10mg). The other active fraction, 19 was chro-
matographed by CC (silica gel C-18) using acetone—water
(7:3 to 1:0). Fractions 4—9 eluted with acetone—water
(7:3) were combined and subjected to CC (silica gel C-18)
cluting with mcthanol-watcr, acidificd with acctic acid 1%
(8:2). The structural isomer of isoapetalic acid (S, 20 mg),
and isoapetalic acid (4, 20 mg) were obtained.

Acetone Extract: After concentrating the extract (46 g),
part of it (5 g) was subjected to CC with Diaion (HP20) elut-
ing successively with mcthanol-water 6:4 (fr. 1), methanol
(fr. 2) and ethyl acetate (fr. 3). Fractions | and 3 were inac-
tive. From fraction 2 (245 mg), amentoflavone'” (10, 30 mg)
precipitated spontaneously. The remaining material from this
fraction inhibited HIV-1 RT. The analysis by TLC showed the
presence of calanolides (Rf=0.42; acctonc water 8:2, deep
blue spot; stained with 2% Ce(SO,), in 28 11,80, reference
(—)-calanolide B).

Methanol Extract: Part of the extract (500 mg) was passed
through a polyamide column in order to remove tannins ac-
cording with Tan er al., 1991.'" The column was first soaked
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in water overnight. Elution started with water, followed by
50% methanol, and finally, absolute methanol. The eluates
were collected, combined and evaporated to dryness. The
other part of the methanol extract was macerated with EtOAc
obtaining an insoluble fraction. This material was positive
for tannins with 1% gelatine—NaCl solution, and 3% ferric
chloride—30% sulfuric acid.

Compound 3 (Apetalic Acid): Yellow oil. HR-FAB-MS
m/z: 389.1963 (Caled for C,,H,,0.: 389.1965). FAB-MS
mlz: 389 (M*+1), 373, 329. [a]¥ —53° (c=1.5, CHCL,).
'H-NMR (CDCl,) and "C-NMR (CDCl,) data were found to
be in good agreement with the literature values.'”

Compound 4 (Isoapetalic Acid): Yellow oil. HR-FAB-MS
m/z: 389.1963 (Calcd for CZIH%EOS: 389.1965). FAB-MS
miz: 389 (M*+1), 373, 329. [a]5 —16.1° (c=1.0, CHCI,).
'H-NMR (CDCl,) and “C-NMR (CDCl;) data were found to
be in good agreement with the literature values.'”

Compound 5 (Structural Isomer of Isoapetalic Acid): Yel-
low oil. '"H-NMR (CDCl,) &: 0.86 (3H, t, J=7.0Hz, 24-
CH,), 1.14 (2H, m, 23-CH,), 1.2 (3H, d, J="7.0Hz, 16-CH,;),
1.44 (3H, s, 18-CH,), 144 (3H, s, 17-CH,), 1.49 (3H, d,
J=6.1Hz, 15-CHj;), 1.88 (2H, m, 22-CH,), 2.54 (1H, dq, /=
11, THz, 3-H), 2.76 (1H, dd, J=15.0, 7.0 Hz, 20-H), 2.86
(1H, dd, J=15.0, 8.0Hz, 20°-H), 3.74 (1H, m, 19-H), 4.16
(1H, m, 2-H), 5.45 (1H, d, J=10.0Hz, 10-H), 6.53 (1H, d,
J=10.0Hz, 11-H), 12.70 (1H, s, 5-OH). “C-NMR (CDCl,)
8: 10.1 (C-16), 14.0 (C-24), 19.6 (C-15), 20.9 (C-23), 28.2
(C-17), 28.3 (C-18), 30.3 (C-19), 35.3 (C-22), 45.7 (C-3),
78.0 (C-9), 78.8 (C-2), 101.0 (C-12), 101.6 (C-14), 115.8 (C-
11), 125.7 (C-10), 155.1 (C-7, C-13), 198.7 (C-4). EI-MS
m/z: 389 (M*+1),373, 271. [a]¥ —28° (¢=1.0, CHCI,).

Compound 6 ((+)-Calanolide A): Yellow oil. HR-FAB-
MS m/z: 393.1680 (Calcd for C,,H,;O;Na: 393.1678). FAB-
MS miz: 371 M*+1), 353, 299. [@]¥ +48.2° (c=0.5,
CHCI,). 'H-NMR (CDCl,) and *C-NMR (CDCl;) data were
found to be in good agreement with the literature values.”

Compound 7 ((—)-Calanolide B): White needles, mp
176—179°C. HR-FAB-MS m/z: 393.1680 (Caled for
C,,H,O.Na: 393.1678). FAB-MS m/z: 371 (M*+1), 353,
299. [a]Z —38.6° (c=0.5, acetone). 'H-NMR (CDCl,) and
'3C-NMR (CDCl,) data were found to be in good agreement
with the literature values."

Compound 8 ((+)-Calanolide C): Yellow oil. HR-FAB-
MS m/z: 393.1685 (Calcd for C,,H,;O;Na: 393.1678). FAB-
MS m/z: 371 (M*+1), 353, 299. [a]} +96.3° (c=1.0,
CHCI,). '"H-NMR (CDCl,) and "*C-NMR (CDCl,) data were
found to be in good agreement with the literature values.'¥

Compound 9 (Soulattrolide): Light yellow ncedles, mp
177—I181°C. HR-FAB-MS m/z: 427.1526 (Caled for
C,sH,,O,Na: 427.1521). FAB-MS m/z: 405 (M*+1), 387,
371. [a]F —14° (¢=0.25, CHCl,). '"H-NMR (CDCl,) and
BC-NMR (CDCl,) data were found to be in good agreement
with the literature values.”

Biological Assays Antiviral activity of C. brasiliense
fractions were evaluated by three successive assays. HI'V-1
RT inhibition was first screened, and those fractions that
showed inhibition over 70% were selected for the next bioas-
say. Cytotoxic effect of the fractions was examined on human
lymphocytes cell lines. Non toxic fractions were selected for
the last bioassay, which consisted on determining inhibition
of HIV-1 I1Ib/LAV replication. Nevirapine, a non nucleoside
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reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) was used as positive
control.

HIV-1 RT Inhibition Assay Fractions and pure com-
pounds were evaluated by a non-radioactive immuno and col-
orimetric assay (Lenti RT Activity Assay, Cavidi Tech).'"
Assay was performed according to the protocol provided by
manufacturers. Each fraction was dissolved in DMSO and
tested at 50 ug/ml. Concentration tested for pure compounds
was | mm. IC,, values were calculated for most active com-
pounds (over 70%).

Toxic Effect on Human Lymphocytes Cell Line The
cytotoxic effect of anti HIV-1 RT active fractions were deter-
mined on human lymphocytic MT2 cells. The assay was per-
formed as follows: MT2 cells were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum,
0.25 pg/ml of streptomycin and 100 ug/ml of penicillin G, in
presence of the fractions. Culture was maintained at 37°C
under 5% CO, humidified atmosphere. Fractions were dis-
solved in DMSO and tested at 50 ug/ml. After 48 h, cellular
death was assessed by direct microscopic examination of try-
pan blue stained cells. Results were compared with a control
of MT2 free of extract.

Inhibition of HIV-1 IIIb/LAV Replication Inhibition of
viral replication by fractions was measured in a coculture of
IIIb/LAV-Molt4 cells and non-infected MT2 cells in the pres-
ence of the fractions. Concentration of fractions and condi-
tions of culture were the same as those described for the toxi-
city assay. After 48 h inhibition of viral replication was mea-
sured by a p24 antigen enzyme immunoassay (Genetic Sys-
tems HIV-1Ag EIA, Bio-Rad) performed in the culture su-
pernatant,

RESULTS

Most of the fractions obtained from the C. brasiliense
hexane leaves extract showed low HIV-1 RT inhibition, how-
ever, fractions 18 and 19 showed high inhibition (over 70%)
(Table 1). Both fractions were non toxic to MT2 human lym-
phocytes (Fig. 1A), and also strongly inhibited IIIb/LAV
replication (Fig. 1B). Isolation of the pure compounds from
these fractions was performed by chromatography, obtaining
compounds 3 to 9 (Fig. 2). All of them were tested, but only
compounds 6, 7 and 9 showed a potent inhibition on HIV-I
RT. IC,, were calculated for these compounds, that were

Table |. Evaluation of HIV-1 Inhibitory Properties of Fractions from
Calophyllum brasiliense Leaves Extracts

Fraction/cxtract HIV-1 RT inhibition (%)

Hexane
I—17 <40
18 74.8+33
19 75.5+3.7
2027 <40
Acctone
1 1273
2 59.5x35
3 28.2*1.7
Methanol
EtOAc insoluble fraction T74.2x1.6
Extract after polyamide column JR6*4Y

Values are means=S5.0D., =13
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Fig. 1. Toxic and Antiviral Effcct of Active Fractions from Hexane and

Methanol Extracts from Calophyllum brasiliense Leaves
(A) Cell viability of lymphocytes MT2. (B) Inhibition of HIV-1 ITI/LAV replication.

0.34, 0.5 and 0.66 um/ml, respectively. Compound 8 was
moderately active (50 to 70% inhibition), while compounds 4
and 5§ exhibited low inhibition. Compound 3 was inactive
(Table 2). Compounds 1 and 2 were also isolated from the
hexane extract, but any of them was able to inhibit HIV-1 RT
(Table 2).

Regarding to acetone extract, fractions 1, 2 and 3 were
evaluated for HIV-1 RT inhibition but only fraction 2 showed
meoderate activity (Table 1). This fraction analyzed by TLC
suggested that contains traces of calanolides. Amentoflavone
(10) was also obtained from fraction 2 and tested, showing
low HIV=1 RT inhibition (Table 2). This compound showed a
very strong cytotoxic effect on MT2 cells (<2.0X10° cells)
when we compared with control free of substance.

The methanol extract showed high HIV-1 RT inhibitory
activity (83.3%), however, this value decreased to 38.6%
after tannin removal (Table 1). EtOAc insoluble fraction from
methanol extract was able to inhibit HIV-1 RT activity and
showed low cytotoxicity (Fig. 1A), nevertheless it was not
able to inhibit [IIb/LAV replication (Fig. 1B).

DISCUSSION

The chemical analysis indicates that main compounds of

C. brasiliense hexane extract from the leaves are two triter-
penes, friedelin (1) and canophyllol (2), and threc chro-
manone carboxylic acids, apetalic acid (3), isvapetalic acid
(4) and a structural isomer of isoapetalic acid (5). The minor-
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ity compounds are four dipyranocoumarins, (+)-calanolide
A (6), (— )-calanolide B (7), (+)-calanolide C (8) and soulat-
trolide (9).

The apetalic acid (3) has been previously isolated as its
methyl ester from the bark of C. brasiliense seed kernels.'?
Isoapetalic acid (4) and its structural isomer (5) have been
isolated as their methyl esters from the bark of C
bracteatum, C. calaba var. calaba, C. moonii and C. trapezi-
Solium "

It is interesting to note that the main compounds, triter-
penes and chromanone carboxylic acids, found in the hexane
extract were inactive or showed a low inhibition on HIV-1 RT
(Table 2). On the other hand, the minority compounds (+)-
calanolide A (6), (—)-calanolide B (7) and soulattrolide (9)
were identified as the active compounds against HIV-1 RT.
These compounds have been previously isolated from the
fruit, twigs, bark and latex of different Calophylium Asiatic
species.'”¥ Recently, (+)-calanolide A (6) and (—)-calano-
lide B (7) were isolated from the stem bark of C. brasiliense
from Brazil,'® however, this is the first time that these
dipyranocoumarins are found in the leaves. Both calanolides
are considered as non nucleoside reverse transcriptase in-
hibitors (NNRTI) that can inhibit primarily HIV-1 RT, but
fail to inhibit HIV-2 RT. They interact allosterically with the
RT, altering its structural conformation, resulting in a partial
or total disruption of the RT catalityc complex, template-
primer, and the substrate.'” Specifically, (+)-calanolide A in-
hibits HIV-1 RT by binding two sites, one competitive and
other noncompetitive.'® It is considered as a unique inhibitor
among NNRTIs,'” since it is able to inhibit the AZT resistant
variant which bears two mutations at codon 181, tyrosine
—cysteine (Y181C), and codon 131, leucine—asparagine
(L103N).22 Most NNRTIs are not able to inhibit the variant
bearing the Y181C amino acid mutation.?"’ The importance
of ring D (2,3-dimethylcroman-4-ol) for HIV-1 inhibitory
properties of calanolides A and B, inophyllums and corda-
tolides has been thoroughly demonstrated.>*® Highest in-
hibitory activity of HIV-1 RT has been observed for calano-
lide A that posses trans configuration between methyl groups
at C-10 and C-11, while other configurations led to a reduc-
tion in potency. An oxygenated function at C-12, and sub-
stituents at C-4 are also relevant for HIV-1 RT inhibitory ac-
tivity following the series propyl>phenyl>methyl >’

Regarding compound 8, Kashman ef al., 1992" reported
the isolation of (+)-calanolide C from the fruit and twigs of
C. lanigerum. However, the proposed structure was reviewed
and corrected by McKee ef ul., 1995 after obtaining the syn-
thetic product.'” The original assignments for (+)-calanolide
C proposed by Kashman et al., 1992" are actually those of
pseudocalanolide C.'"" The NMR chemical shifts observed
for the compound 8 here isolated, led to its identification as
(+)-calanolide C according to data reported by McKee et a/.,
1995." Diagnostic signals were 6.62 for H-8 and 5.07 for H-
12 as well as 116.6 for C-8, 106.5 for C-8a, 629 for C-12
and 105.8 for 12a. To our best knowledge, this is the first
time that (+)-calanolide C (8) is obtained as a natural prod-
uct, and evaluated against HIV-1 RT. Although compound 8
exhibits the pharmacophoric ring D, as well as a propyl
group on C-4, it did not show potent inhibition on HIV-1 RT.
This could be due to the fB-cis orientation of methyl groups
on C-10 and C-11 (Fig. 2). Therefore our results support
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friedelin (1)

Fig. 2. Isolated Compounds from Calophyllum brasiliense Leaves

Table 2. Evaluation of Pure Compounds Isolated from Calophyllum
brasiliense Leaves against HIV-1 RT

Compounds

HIV-1 RT inhibition (%)

202%1.6
7.6x21
20%06

206%32

29717

81.520.9

762%22

50.7x20

77.7%1.6
10 175224
Control (nevirapine) 826%3.1

L-B- B - T R R

Values are means=S.D., n=3.

the structure—activity rclationships (SAR) of Calophyllum
dipyranocoumarins proposed to date.***"

Concerning to the acetone extract. we previously reported
that this extract had an inhibitory effect on HIV-1 RT, but it
was also cytotoxic to MT2 human lymphocytes.™ The former
activity could be probably duc to traces of calanolides.
Meanwhile. amentoflavone (10) which was devoid of in-
hibitory activity on HIV-1 RT, was cytotoxic to MT2 cells

isoapctalic acid (4)

(-} calanolide B (7)

Vol, 27, No. 9

on o

structural isomer of
isoapetalic acid (5)

N x
Ny Ny

(+)-calanolide C (8)

amentoflavone (10)

and therefore could be responsible of the overall acetone ex-
tract toxicity.

It is known that polar extracts may contain tannins and
others like polyphenol compounds able to inhibit HIV-1
RT,'"? DNA polymerase,”” DNA topoisomerase | and I1,”¥
and the binding of HIV-1 gpl20/CD4 T-cell receptor.''?®
Since tannins show high affinity for protcins and affect a
number of biochemical reactions, they are generally consid-
ered as unselective inhibitors.’® In our case, the methanol ex-
tract of C. brasiliense leaves showed HIV-1 RT inhibition®
that could be attributed to tannins.

Our data indicate that anti-1IIV properties of C
brasiliense leaves extracts are due to the presence of (+)-
calanolide A (6), (+ )-calanolide B (7). and soulattrolide (9).
Interestingly, dipyranocoumarins were not detected in C.
brasiliense in a previous study performed by other authors,
using a TLC screening.’’ This could arise from the existence
of chemotypes in the species. In Mexico, we have found two
populations of C. brasiliense that differ in the chemistry of
their lcaves. One chemotype with chromanoncs and calano-
lides was object of this paper, while sccond chemotype that
we have recently reported, contains mammea type coumarins
such as mammea A/BA, A/BB, isomammeigin. mammea
B/BA, B/BB. C/OA, C/OB, B/BA cyclo F and B/BB cyclo F,
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all of them inactive against HIV-1 RT*?
CONCLUSION

The chemical analysis of the extracts of Calophvilum
brasiliense leaves collected in San Andres Tuxtla, state of
Veracruz, showed that the minority compounds dipyra-
nocoumarins, (+)-calanolide A, (—)-calanolide B, and
soulattrolide are the responsible of its anti-HIV properties.
On the other hand, the majority compounds, the chromanone
carboxylic acids, triterpens and biflavonoid were inactive
against HIV-1 RT.
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