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RESUMEN

Antecedentes: Calophyllum brasiliense Cambess. Es un arbol de la familia Calophyllaceae, separada
recientemente de Clusiaceae (Guttiferae). Se distribuye ampliamente en selvas tropicales lluviosas del
continente americano, desde Brasil hasta México. Esta especie sintetiza diversos metabolitos secundarios
en hojas, flores, frutos, corteza y raiz, tales como cumarinas, cromanonas, xantonas, terpenos, flavonoides
y compuestos fendlicos, los cuales presentan mdultiples propiedades biologicas. Objetivos: Ofrecer una
visién general de las caracteristicas botanicas, quimicas y farmacolégicas de C. brasiliense, asi como evi-
dencias quimicas, anatémicas y genéticas que sugieren la existencia de quimiotipos (fenotipos quimicos)
en la especie. Métodos: Se revisé la informacién disponible en las bases de datos NCBI y SciFinder®, se
seleccionaron investigaciones relevantes que permitieron conocer los compuestos quimicos aislados y su
actividad biol6gica. Resultados: Entre los compuestos sintetizados por C. brasiliense destacan calandlidos
e inofilums, especialmente el (+)-calandlido A, como inhibidores potentes de la enzima transcriptasa
reversa del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y baja toxicidad a linfocitos humanos.
El (+)-calandlido A, una dipiranocumarina tetraciclica, podria ser el primer firmaco de origen natural
aprobado por la FDA (EUA) en el tratamiento del VIH/SIDA. Otros compuestos, tales como cumarinas
tipo mammea, cromanonas, xantonas y triterpenos, mostraron actividad contra protozoarios, células
tumorales humanas, como bactericidas y antiespasmddicos. La actividad mas importante de cumarinas
tipo mammea es contra protozoarios como Leishmania y Trypanosoma. En relacién a L. amazonensis, des-
tacé (-)-mammea A/BB presentando buena actividad y selectividad contra amastigotes y promastigotes,
y baja toxicidad en macréfagos humanos. La (-)-mammea A/BA, y las xantonas preniladas mostraron alta
citotoxicidad sobre lineas celulares tumorales humanas y T. cruzi. Las evidencias quimicas, anatémicas y
genéticas indican que existen quimiotipos en C. brasiliense, sugiriendo un proceso de especiacién en curso
en el taxon. Las secuencias ribosomales (ITS) discriminaron al quimiotipo 1 (produce coumarinas tipo
mammea) de los quimiotipos 2 y 3 (biosintetizan calanélidos e inofilums), siendo ttiles como posibles
cédigos de barras. Conclusiones: El adecuado manejo de C. brasiliense mediante técnicas silvicolas y
biotecnoldgicas, asi como el conocimiento cientifico y tecnoldgico, podrian aportar soluciones a paises
en desarrollo, por ejemplo mediante produccién de fitomedicamentos, a enfermedades como el VIH/
SIDA, Leshmaniasis y la Enfermedad de Chagas.
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ABSTRACT

Rationale: Calophyllum brasiliense Cambess. Is a tree belonging to Calophyllaceae family, recently
separated from Clusiaceae (= Guttiferae). This species is widely distributed in the Tropical Rain Forests
of the American continent, from Brazil to Mexico. It synthesizes a wide variety of secondary metabolites
isolated from leaves, flowers, fruits, bark and roots, such as coumarins, chromanones, xanthones, terpenes,
tlavonoids and phenolic compounds, which exhibit multiple biological properites. Objective: To provide
a comprehensive view of the botanical, chemical and pharmacological characteristics of C. brasiliense, and
to present chemical, anatomical and genetic evidences supporting the notion of chemotypes (chemical
phenotypes) in this species. Methods: Information available in the databases NCBI and SciFinder® was
reviewed, and relevant investigations were selected regarding to chemical compounds isolated and their
biological activity. Results: Among compounds synthesized by C. brasiliense, calanolides and inophyllums
stand out, specially (+)-calanolide A, since these can inhibit reverse transcriptase of human immunode-
ficiency virus type 1 (HIV-1). (+)-Calanolide A, a tetracyclic dipyranocoumarin, could be the first drug
of natural origin approved by the FDA (US) in the treatment of HIV/AIDS. Other compounds, such as
mammea type-coumarins, chromanones, xanthones, and triterpenes showed antitumor, antiparasitic,
antibacterial and antispasmodic activity. Most important activity of mammea type-coumarins is against
protozoa, such as Leishmania, and Trypanosoma. Regarding to L. amazonensis, (-)-mammea A/BB stands
out, being highly potent and selective against amastigotes, and promastigotes, but poorly toxic to human
macrophages. (-)-Mammea A/BA as well as prenylated xanthones showed high citotoxicity against hu-
man tumor cell lines and 7. cruzi. The chemical, anatomical and genetical evidences supported the idea
of chemotypes in C. brasiliense, suggesting a current process of speciation in this taxon. The ribosomal
ITS sequences discriminate chemotype 1 (produces mammea type coumarins) from chemotypes 2 and 3
(synthesize calanolides and inophyllums) being useful like possible barcodes. Conclusions: The proper
management of Calophyllum brasiliense with forestry and biotechnological methods, as well as scientific
and technological knowledge, could provide solutions to developing countries, for instance through the
production of phytomedicines against HIV/AIDS, and illnesses caused by protozoa such as Leshmaniasis
and Chaga’s Disease.

Keywords: Calophyllum brasiliense, coumarins, HIV/AIDS, Trypanosoma, Leishmania.

INTRODUCCION

tes quimicos se han aislado de este drbol entre ellos,

Uno de los géneros botanicos que han desperta-
do gran interés a nivel mundial en los dltimos afos
dentro del drea quimico-farmacolégica-médica es
Calophyllum (Calophyllaceae/Clusiaceae/Guttiferac),
esto a partir del descubrimiento en especies asidticas
de los calandlidos (1) e inofilums (2), dos tipos de
dipiranocumarinas tetraciclicas con la propiedad de
inhibir la replicacién del virus de inmunodeficien-
cia humana tipo 1 (VIH-1). El género Calophyllum
estd compuesto por 187 especies de drboles que se
distribuyen en las regiones tropicales del mundo,
principalmente en la regién indo-pacifica (3). Uni-
camente ocho especies de Calophyllum se encuentran
en el continente americano; en cuanto a diversidad,
destacan Cuba con cinco (4) y Colombia con tres
(5). La especie Calophyllum brasiliense crece en los
bosques lluviosos tropicales y estd ampliamente
distribuida, desde Sudamérica (Brasil y norte de Ar-
gentina) hasta México (3, 6, 7). Varios constituyen-

triterpenos, xantonas, biflavonoides, cromanonas,
y cumarinas con propiedades bioldgicas diversas
como antibacterial, antifiingica, antiespasmaédica,
analgésica, antitlcera, antineoplasica y antiviral (in-
hibicién de la replicacion del VIH-1) (1, 8-27). Las
cumarinas son las de mayor relevancia. De las hojas
de C. brasiliense se han aislado dipiranocumarinas
anti-VIH-1, como el (+)-calanélido A que es un
potente inhibidor de la enzima transcriptasa reversa
del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (TR
de VIH-1) (19, 20). Este compuesto actualmente
se encuentra en la fase clinica II del desarrollo de
fairmacos y podria ser el primer firmaco de origen
natural en ser aprobado por la Administracién de
Firmacos y Alimentos (FDA EUA) para el trata-
miento del VIH/SIDA (28, 29).

La obtencién y uso de dipiranocumarinas de
C. brasiliense con propiedades anti-TR de VIH-1
permitiria a pafses latinoamericanos, aprovechar su
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riqueza natural en la posible solucién a un problema
de salud complejo como el VIH/SIDA. Aunque el
calandlido A ha sido considerado como el compues-
to mds promisorio entre las dipiranocumarinas, su
concentracién en las hojas de C. brasiliense es baja
(0.001%) y menor que los calandlidos By C (0.009%
y 0.003%, respectivamente) (19) por lo cual, una
alternativa serfa producir un extracto estandarizado
en su contenido de calandlidos. Desde esta pers-
pectiva serfa necesario lograr el aprovechamiento
sustentable de este recurso fitogenético mediante
procedimientos silvicolas para lograr la cosecha
sustentable de hojas (30, 31). Por otra parte, para
incrementar el rendimiento de los calanélidos, los
procedimientos biotecnoldgicos (cultivo de tejidos,
organos o células in vitro) ha sido la alternativa ex-
plorada, logrando un incremento en la produccién
de calandlidos B y C (3 veces mids) en callos de
explantes de semillas respecto a los biosintetizados
en hojas de plantas de invernadero (32). Un reto
adicional es la existencia de fenotipos quimicos
o quimiotipos (33) en esta especie, debido a que
existen poblaciones con diferencias cualitativas en la
composicién quimica de las hojas; es decir, no todos
los ejemplares de esta especie producen calanélidos
antivirales. Desde el punto de vista de la ciencia bi-
sica, lo anterior podria reflejar el proceso evolutivo
que ocurre en el taxén. Mientras que, desde una
perspectiva aplicada implicaria la necesaria eleccién
de material genético para el aprovechamiento sus-
tentable en plantaciones de esta especie.

Sin embargo, a pesar de que existen muchos
estudios fitoquimicos y de actividad biol6gica
sobre este arbol, hasta el momento no se cuenta
con informacién sistematizada que retina aspectos
quimicos y farmacolégicos de la especie. Por lo
tanto, con la finalidad de ofrecer una visién inte-
gral de los estudios que se han realizado sobre C.
brasiliense el objetivo de este trabajo fue presentar
una revision de las caracteristicas botdnicas, los
compuestos quimicos aislados de diferentes érganos
y sus propiedades farmacoldgicas reportadas en la
base de datos de (PubMed) NCBI y SciFinder®,
asi como las evidencias quimicas, anatémicas y
genéticas que apoyan la nocién de quimiotipos en
esta especie. Este trabajo pretende contribuir en la
sistematizacién de la informacién como base para
continuar los estudios quimicos y farmacolégicos
de compuestos y extractos promisorios para el de-
sarrollo de fitomedicamentos.

J. C. Garcia Z. et al.

METODOS

Para la btsqueda de literatura se utilizaron
particularmente términos como el nombre a ni-
vel género y especie (Calophyllum/C. brasiliense);
asi como palabras relacionadas (calandlidos). Las
bases de datos empleadas fueron la plataforma de
acceso libre PubMed (NCBI) y acceso restringido
SciFinder®. Desde 1946 hasta 2012 se obtuvieron
2005 registros, seleccionando aquellos trabajos con
aspectos relevantes en quimica, actividad bioldgica,
farmacologia de extractos y compuestos aislados
de C. brasiliense disponibles en texto completo y de
forma libre. Aquellos tépicos relacionados con ana-
tomia, genética y sintesis organica de compuestos
aislados de C. brasiliense fueron excluidos por no
tratarse a profundidad en esta revision; asi como
aquellas investigaciones sobre otras especies del
género Calophyllum. Los documentos citados refie-
ren aspectos relacionados a botdnica, fitoquimica y
farmacologia de la especie aqui descrita, las cuales
se encuentran en idioma inglés, espanol, portugués
y francés. En la figura 1, se presenta el diagrama de
flujo de informacién.

Los términos Calophyllum, C. brasiliense
y calanolide fueron empleados para
realizar la busqueda de informacion

\4

2005 registrosdesde 1946 .a 2012
SciFinder ® (1798)/PubMed-NCBI (207)

V

Aspectos considerados
1. Botdnica
2. Fitoquimica
3. Farmacologia

Vv

80 registros libres a texto
completoincluidos en la revision

Figura 1. Flujograma de basqueda.

RESULTADOS

De acuerdo a los criterios de btsqueda e
inclusién durante el periodo de consulta en las
bases de datos PubMed (NCBI) y SciFinder®
(1946 a 2012) se encontraron 2005 documentos
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relacionados a botdnica, quimica, actividad bioldgica
y farmacologia de extractos y compuestos aislados de
C. brasiliense (207 en PubMed y 1798 en SciFinder®),
de los cuales se incluyeron 80 investigaciones y, por
tanto, 1925 registros no fueron incluidos.

Botanica

Historia

Etimologicamente, Calophyllum significa “hoja
hermosa” y brasiliense es relativo a Brasil, donde
se describi6é por primera vez (34). Esta especie es
conocida popularmente como palo Santa Maria
(México); cedro Maria (Centroamérica); ocuje
(Cuba); bari (Repuiblica Dominicana); dalemarie
(Haitf); drbol de aceite (Colombia), jacareuba,
guanandi o guarandi (Brasil), balsamarfa (Bolivia)
y lagarto caspi (Perd), entre otros (27, 34-38). La
especie C. brasiliense es compleja, dificil de clasifi-
car y actualmente es el tinico representante de este
género distribuido ampliamente en el continente
americano. Los taxénomos experimentan confu-
si6n para caracterizarla. La especie fue descrita por
primera vez en 1825 por Jacob Cambessedes, en
“Flora Brasiliae Meridionalis” (39). En 1923, Paul C.
Standley en su obra “Trees and Shrubs of Mexico” se-
par6 los especimenes de C. brasiliense de Sudamérica
de los de México y Centroamérica; estos ultimos
los dividi6 en dos nuevas especies: Calophyllum rekoi
Standl en honor al Dr. Reko colector del espéci-
men en Oaxaca y C. chiapense Standl colectada en
Chiapas (México) (40). Sin embargo, en 1932 tras
examinar mis especimenes de México, Centroamé-
rica, Sudamérica y las Antillas, integra las especies
C. chiapense y C. rekoi reduciendolas a una variedad
geogrifica de C.brasiliense, nombrando al taxén
México-Centroamericano como C. brasiliense var.
Rekoi Standl (41). Afios después, D’Arcey y Keating
(1979), establecen que el taxén México-Centroa-
mericano es una especie y no una variedad de C.
brasiliense, por lo cual retoman el nombre original
C. rekoi (42). En un estudio mds reciente Hammel
(2001), reconoce en “Flora de Nicaragua” al taxén
México-Centroamericano como C. brasiliense var.
rekoi Standl (citado en 40). Actualmente el Missouri
Botanical Garden (http:/www.tropicos.org) (43)
indica la siguiente clasificacién taxonémica:
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Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novik ex Takht.
Superorden Rosanae Takht.
Orden Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl.
Familia Calophyllaceae J. Agardh
Género Calophyllum L.
Especie C. brasiliense Cambess.
Morfologia

Calophyllum brasiliense es un drbol de 20 a 30 m
(hasta 50 m) de altura y didmetro a la altura del pe-
cho de 40 2 60 cm (hasta 1.8 m) de tronco cilindrico
y recto con ramas ascendentes de copa redondeada,
extendida y densa (44-47). La corteza con 10 a 20
mm de grosor esta longitudinalmente fisurada, de
color pardo morena a café, laminada, fibrosa, amar-
ga con un exudado lechoso intensamente amarillo;
el duramen de color rosa claro a caté rojizo (6, 35,
45). Las hojas son coriiceas, decusadas, elipticas u
oblongas, simples, opuestas, glabras, con el margen
entero, apice agudo; haz verde oscuro y brillante,
envés verde palido; venas secundarias numerosas
y paralelas; liminas de 6x2.5 cm a 14x5.5 cm (6,
45-47). Inflorescencias en forma de paniculas axi-
lares, 2 a 5 cm de largo, cada una con 2-10 flores.
Las tlores son pequefias, numerosas y blancas, li-
geramente perfumadas, actinomérficas, 4 sépalos,
crema-amarillos, redondas y céncavas; dioicas (6,
44-46). Los frutos son drupas de 1 a 3 cm de largo,
ovoides o esféricos, verde-amarillos, en la madurez
de olor fragante, con el endocarpio duro, y una
semilla grande por fruto. El endocarpio contiene
tibras que se contraen y arrugan cuando seco (6,
45, 46) contienen semillas estéricas u ovoides de 1
a 2.3 cm de largo y ancho, testa color crema-café,
suave, esponjosa de 1 mm de grosor; el embrién es
recto de color blanco-amarillas, sin endospermo,
ocupando toda la cavidad de la semilla, mide de 1.3 2
1.5 cm (6, 44, 45). En la figura 2, se pueden apreciar
las principales caracteristicas del arbol como son el
aspecto de la corteza, forma y coloracién de flores,
hojas y frutos.
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Figura 2. Calophyllum brasiliense. A) Arbol; B) Corteza; C) Hoja y flores; D) Fruto. Fotos: Jorge Ivin Castillo Arellano.

Fenologia

El follaje es perennifolio, pero en zonas mas secas
algunos arboles tiran sus hojas en abril 0 mayo (44).
La floracién es anual, aunque la mayor floracién en
gran parte de su dmbito geogrifico tiene lugar de
junio a julio. En Centroamérica hay una segunda
floracién de noviembre a diciembre. En México
de julio a diciembre. La polinizacién es entomofila
(37, 46-49). La produccién de los frutos es anual y
se inicia cuando el drbol tiene aproximadamente 5
anos de edad. El periodo de fructificacién ocurre
de octubre a diciembre e incluso se pueden encon-
trar frutos hasta enero. En América Central ocurre
una segunda fructificacién entre mayo y julio. La
diseminacién de las semillas se realiza por animales
silvestres quienes consumen los frutos, especial-
mente murcié¢lagos (quiropterocora) y son de tipo

recalcitrante (37, 44, 47-49). Ademds, el indice de
germinacién es proporcional al contenido de hume-
dad; debido a ello, la germinacién varia entre 3 a 8
semanas y es de tipo hipogea, con dos cotiledones
carnosos y radicula corta. La germinacién varia
de 70 2 80% sembradas sin endocarpio; pero con

endocarpio quebrado alcanza 95% y con el fruto
entero 75% (50).

Distribucién y Hdbitat

Se distribuye desde el sur de México a través de
Centroamérica y las Antillas hasta el norte de Sud-
américa. Habita desde cero hasta 1700 msnm, con
precipitaciones de 1350 a 4000 mm y temperaturas
medias anuales de 20 a 28 °C. Crece en las faldas de
pequenas colinas con suelos aluviales, arcillosos o
silico-arcillosos, muy himedos o saturados de agua
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y dcidos (pH 4.5 a2 6.0) e incluso en suelos secos. En
América Central vive en faldas de colinas costeras;
estos suelos son ricos en Fe y Al, pero pobres en
Ky P. También se encuentra en planicies cercanas
a rios, lagunas y ciénegas, pero su crecimiento es

menor (35, 37, 44-49).
Etnobotdnica

Algunas partes de la planta son usadas en la
medicina tradicional por su actividad en diversas
afecciones que incluyen actividad anti-microbiana,
enfermedades gastrointestinales, dolor, diabetes,
entre otros (23). En Colombia se obtiene un aceite
verdoso y de olor fuerte de la corteza de C. brasiliense,
C. lucidum y C. mariae. Este aceite se emplea para
aplicaciones dermatoldgicas (curar llagas y heridas)
(5). En la medicina popular de Brasil, esta especie es
usada frecuentemente para tratamiento de inflama-
ciones y tlceras (11). La infusién de la corteza se usa
en el tratamiento de reumatismo, varices, hemorroi-
desy tlceras (10). También se emplea en afecciones
hepiticas, gistricas, dolor, diabetes, hipertension y
herpes (21). En Per, la poblacién emplea la planta
para tratar afecciones virales y tumorales (27). En
Meéxico, algunas poblaciones emplean el aceite de las
semillas para combatir enfermedades cutineas (5),
o la corteza para preparar un té para las parturientas
(embarazadas) por nueve dias para limpiar la matriz
(51). Ademas el litex es usado por los indigenas
Popolucas para tratar el dolor de dientes y prevenir
infecciones (52).

Fitoquimica

Los compuestos aislados del drbol tropical C.
brasiliense pueden clasificarse estructuralmente en
siete grupos principales: compuestos fendlicos sim-
ples, triterpenos, esteroles, flavonoides, xantonas,
cromanonas y cumarinas.

Compuestos fendlicos simples

Sustancias que presentan un nicleo bencénico
soportando un grupo hidroxilo o mis. En la figura
3 se presentan compuestos denominados dcidos fe-
nélicos (presentan un grupo aril-carboxilico), dcido
galico [1], 4cido protocatechuico [2] (11, 16, 24) y
dcido shikimico [3] (15, 24) aislados de las hojas de
C. brasiliense. Los dos primeros también presentes
en frutos (16), mientras que acido protocatechuico
[2] se ha encontrado en extractos de flores, raices
y tallos (16, 21).
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Figura 3. Compuestos fendlicos simples aislados de
Calophyllum brasiliense.

Triterpenos y Esteroles

Los triterpenos son compuestos formados por
30 C, su estructura se origina por fusién de dos
cadenas de 15 C (sesquiterpenos) generadas por la
unién cabeza-cabeza de unidades de 5 C; mientras
que los esteroles presentan de 27 a 29 C. En la
figura 4 se muestran las estructuras quimicas de
triterpenos y esteroles aislados de C. brasiliense, entre
ellos compuestos de la familia de los friedelanos,
tales como friedelina [4] y canofilol [5] aislados del
duramen (8, 14,22, 53, 54). Ademas de ellos, en las
hojas se ha identificado el B-sitosterol [6] (20, 24,
38). En sus raices se ha encontrado friedelina [4] y
icido betulinico [7] (15, 16).
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CH,
CH,OH

7

Figura 4. Triterpenos y esteroles aislados de Calophyllum
brasiliense.
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Figura 5. Flavonoides aislados de Calophyllum brasiliense.

Flavonoides

Compuestos derivados de fenil-benzo-y-pirona
[fenil cromona], a partir de una molécula de fenila-
laninay tres de malonil-CoA. La estructura base es
un esqueleto C6-C3-C6, el cual puede sufrir pos-
teriormente modificaciones y adiciones de grupos
funcionales, originando una familia muy diversa de
compuestos quimicos. En la figura 5 se encuentran
las estructuras quimicas de los flavonoides aislados
de C. brasiliense. En las hojas se reporté la presencia
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de quercetina [8] e hiperésido (= quercetin-3-O-
galactosido) [9] (11) y el flavanol (-)-epicatequina
[10]. Estos dos compuestos también identificados
en frutos (16). De hojas y flores se aislaron el bifla-
vonoide amentoflavona [11] (11,19, 24).

Xantonas

Compuestos con un nicleo estructural C6-C1-
C6, puede presentar sustituyentes de diversa natu-
raleza quimica, principalmente grupos isoprenilo
(C5) dando lugar a xantonas: simples y complejas.
En la figura 6 se observan las diferentes xantonas
aisladas de C. brasiliense. Estos compuestos se
han aislado principalmente de la madera de du-
ramen proveniente de e¢jemplares colectados en
Brasil (8, 53) y México (Chiapas) (22, 23, 54). La
muestra mexicana presentd cinco xantonas preni-
ladas, jacareubina [12], 6-dehidroxi-jacareubina (=
6-desoxi-jacareubina) [13], 1,3,5,6-tetrahidroxi-
2-(3,3-dimetil-alil)-xantona [14] 1,3,5-trihidroxi-
2-(3,3-dimetil-alil)-xantona [15] y 1,5-dihidroxi-
2-(3,3-dimetil-alil)-3-metoxi-xantona [16] (22, 23).
También se ha aislado calofilina B o guanandina
[17] y dehidro-cicloguanandina [18] (Gottlieb et al.,
1968 citado en 55); mientras que en la corteza de las
muestras brasilefias se encontraron, brasixantonas
A,B,C,D,E,FyG [19-25] (13), jacarcubina [12],
6-desoxi-jacareubina [13], pirano-jacareubina [26],
garcinona B [27], toxiloxantona A [28], cudraxan-
tona F [29], latisxantona C [30], 8-desoxi-gartanina
[31], 4-hidroxi-xantona [32], 1,2-dimetoxi-xantona
[33], 3,8-dihidroxi-1,2-dimetoxi-xantona [34],
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2-butenil)-xantona
[35] (14, 15), y en raices 1,5-dihidroxi-xantona
[36] (16).
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Cromanonas

En la resina de la corteza se encontraron los
isémeros dcido brasiliensico [37] y 4cido isobrasi-
liensico [38] (56), asi como 4cido inofiloidico [39]
(57); 4cido brasiliemsofilico A, B y C [40-42] ¢
isobrasiliemsofilico A, B y C [43-45] (17). En el

HO’ o

Figura 7. Cromanonas aisladas de Calophyllum brasiliense.

Cumarinas

Grupo de compuestos formados sobre la base
de un esqueleto benzo-a-pirona (59). Dentro de las
cumarinas aisladas de C. brasiliense se encuentran
principalmente dos grupos: cumarinas tipo mam-
mea y dipiranocumarinas tetraciclicas.

Cumarinas tipo Mammea. Denominadas de esta
forma por estar presentes principalmente en el
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aceite de la semilla se hallaron dcido apetilico [46] ¢
isoapetilico [47] (58); mientras que en hojas se ais-
laron, ademads de estas dos cromanonas, su isémero
estructural cido caloléngico [48] (15, 20, 24). En
la figura 7 se presentan las estructuras de diversas
cromanonas aisladas de C. brasiliense.

R, R,
40 H CH
43 CH; H
R R
42 H CH
45 CH, H

género Mammea (Clusiaceae). En la figura 8 se
encuentran las estructuras de mammeas aisladas
de C. brasiliense. En extractos de hojas se han en-
contrado mammea A/BA, A/BB, A/BD, B/BA, B/
BB, C/OA, C/OB, B/BA ciclo F, B/BB ciclo F e
isomammeigina [49-58] (15, 24, 25). En la corteza
de ramas se identific6 mammea B/BB [52] (13),
mientras que de frutos (52) se aislaron mammea

A/BA [49], A/BB [50].
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Figura 8. Cumarinas tipo mammea aisladas de Calophyllum brasiliense

Dipiranocumarinas tetraciclicas. Estos compuestos
estin estructuralmente relacionados entre sf; pero
difieren en el sustituyente del carbono C4, de tal
manera que se han descrito tres grupos denomina-
dos, calandlidos (prenilo en C-4), inofilums (fenilo
en C-4) y cordatdlidos (metilo en C-4). Solo com-
puestos de los dos primeros han sido aislados de C.

Ry Ry Ry
59 B-CH, o-CH, B-OH
60 P-CH, o-CH, a-OH

61 p-CH; p-CH; B-OH

brasiliense. En la figura 9 se presentan las estructuras
quimicas de estas cumarinas. El (+)-calandlido A,
(-)-calandlido B o costatdlido, y (+)-calandlido C
[59-61] fueron aislados de los extractos de hojas
(13, 15, 19). El inofilum A, C, Dy E [62-65] sc
han extraido de extractos de la corteza de sus ramas

(13) y el soulatrélido [66] de hojas (20).

R R R3

62 B-CH; B-CH; B-OH
64 B-CH; B-CHy o-OH
66 o-CH, B-CH, B-OH

R, R,
6 B-CH} o-CH3

65 B-CH3 B-CH3

Figura 9. Dipiranocumarinas tetraciclicas aisladas de Calophyllum brasiliense.
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En la figura 10 se observan las estructuras de
otras cumarinas aisladas de este drbol tropical
como son las brasimarinas A, By C [67-69] (13)
y la cumarina triciclica denominada trivialmente
como GUT-70 o 5-metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metil-
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1-ox0-2-butenil)-10-propil-2H,8H-benzol(1,2-
b;3,4-b)dipirano-8-ona [70] (15, 60) las cuales se
han aislado de la resina de corteza; mientras que
calofildlido [71], calanona [72] y calocumarina A
[73] se han extraido de la corteza de ramas (13).

Figura 10. Cumarinas triciclicas aisladas de Calophyllum brasiliense.

Propiedades bioldgicas

Los compuestos y extractos obtenidos de C.
brasiliense poseen diversas propiedades bioldgicas,
destacando su actividad antiviral (vs VIH-1), anti-
tumoral, antiparasitaria (vs protozoarios) y antibac-

teriana. También presentan efecto gastroprotector,
antiespasmédico y analgésico. Los estudios se han
enfocado a compuestos con actividad anti-VH-1,
especialmente (+)-calanélido A. En la tabla 1 se
resumen estos aspectos.
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Tabla 1. Actividad biolégica de compuestos aislados del drbol Calophyllum brasiliense.

Compuesto Parte vegetal Actividad biolégica
Triterpenos
Duramen
Friedelina Hoja Inhibicién de tumores y analgesia
Raiz
Flavonoides
Epicatequina Hojas Analgesia
Brasixantonas A-D Ramas Inhibicién de tumores
Jacareubina . . y
6-desoxi-jacarcubina Duramen Tripanocida (7. cruzi/ Chagas)
8-desoxi-gartanina
Ramas Inhibicién de tumores
Cudraxantona F
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-metil-2-butenil)-xantona | Corteza Tripanocida (7. cruzi/ Chagas)
1,5-dihidroxi-xantona Raiz Bactericida (BdctllL'lS cereus, Staphylococcus aureus, S. saprophyticus,
Streptococcus agalactiae)
Cromanonas Corteza Gastroproteccién
Acidos de cromanona Antibacterial (Helicobacter pylori, B. cereus y S. epidermis)
Cumarinas tipo mammea
Mammea A/BA Egjriss Antileshmaniasis, citotéxico, antiespamdédica/relajante,
Mammea A/BB Frutos antibacterial
Isomammeigina Ramas
Mammea B/BA, B/BB Hojas Citotéxico vs lineas tumorales humanas
Mammea B/BA ciclo F Flores
Mammea B/BB ciclo F Frutos
Hojas
Mammea C/OAy C/OB Flores Bactericida y citot6xicas
Frutos
Mammea A/BA+A/BB . .. L . » "
Mammea C/OA+C/OB Hojas Bactericida (enterobacterias): S. aureus, S. epidermidis y B. subtilis
Dipiranocumarinas tetraciclicas
(+)-Calandlido A Hoias
(-)-Calandlido B (Costatdlido) Fr thos Antiviral (vs TR VIH-1) y contra la bacteria Mycobacterius tubercu-
(+)-Calandlido C losis
1 Ramas
Soulatrélido
Compuestos fendlicos . Inhibicién de Candida albicans, B. cereus, S. aureus, S. saprophyticus,
P . Hojas .
Acido protocatechuico S. agalactiae

Efecto gastroprotector

Calophyllum brasiliense se usa en la medicina
popular de Brasil para aliviar trastornos gastroin-
testinales. En relacién a esto, se reporté que la
administracién oral en ratones y ratas de la frac-
cién diclorometano en dosis de 12.5 a 250 mg/ml
disminuye significativamente las lesiones gastricas
inducidas por etanol; también las redujo en modelos
inducidos por estrés hipotérmico e indometacina,
observindose propiedades citoprotectora, antidl-
cera y antisecretora. Por otra parte, la fraccién de
hexano inhibi6 significativamente la formacién de
tlceras dnicamente en el modelo de induccién por
indometacina. Estudios posteriores demostraron
que las xantonas naturales 12-13 y un derivado ace-

tilado 1-hidroxi-3, 5, 6-tri-acetil-(3,3-dimetilalil)-
xantona, asi como la mammea 49 y 55 inhiben la
H+,K+-ATPasa aislada del estémago de perro. Las
xantonas inhibieron esta enzima con valores de IC,
de 47 uM a 1.6 mM; mientras que las cumarinas
presentaron una IC, de 110 y 638 uM, sugiriendo
que efectivamente estos compuestos poseen un
efecto gastroprotector (61).

Ademis, en otro estudio relacionado con pro-
blemas gistricos encontré que los extractos de esta
especie presentan actividad in vitro e in vivo contra
Heliobacter pylori en ratones infectados (62). Recien-
temente, se reportd que el extracto hexdnico (dosis=
52 100 mg/kg) y una fraccién conteniendo mezcla
de 4dcidos de cromanona (dosis= 20 a 100 m/kg)
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presentan prevencién de tlceras gistricas causadas
por etanol e indometacina en ratas; asi como, re-
duccién de los niveles de actividad de las enzimas
oxidantes glutationa, malondialdehido y catalasa en
estdmago de ratones con lesiones de ulcera gistrica
inducida, en forma similar al obtenido por las dro-
gas de referencia. También encontraron actividad
contra H. pylori; pero esta fue menor que la exhibida
por la droga de referencia (63). Esto demostré que
extractos y compuestos aislados de C. brasiliense
poseen potente actividad gastroprotectora.

Efecto analgésico y antinociceptivo

Las fracciones de hexano y acetato de etilo del
extracto metandlico de hojas exhibieron efecto anal-
gésico en el modelo de contorsiones abdominales
inducida por dcido acético en ratones; mientras que
los flavonoides 8 y 11, y la xantona 36 causaron
una fuerte inhibicién. Por otra parte, en el mode-
lo con formalina, las fracciones de hojas y raices
exhibieron actividad solo en la fase inflamatoria
pero no en la neurogénica (11). Estudios posterio-
res confirmaron con los mismos modelos que el
extracto metandlico, asi como las fracciones polar
(no soluble en cloroformo) y poco polar (soluble en
cloroformo) de flores, frutos y raices (10 mg/kg,
v.L.p.) ejercen efecto analgésico significativo. Este
efecto se increment6 en las fracciones polares en
el modelo con 4cido acético, posiblemente por la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides
(11). En el caso de las raices, el extracto poco polar
fue mis eficaz; mientras que la fraccién polar fue
mads potente con ID, = 1 mg/kg, siendo cerca de 25
veces mas activo que la aspirina (dcido acetilsalicili-
co) y el paracetamol (acetaminofén) con un efecto
inhibidor dosis-dependiente (16).

El triterpeno 4 y la xantona 36 presentaron efecto
inhibidor en el modelo de contracciones abdominales
de forma dosis-dependiente. Mientras que, el flavo-
noide 10 present6 efecto analgésico considerablemen-
te mas potente que los firmacos de referencia, lo que
indica que es uno de los compuestos responsables de
dicho efecto. El extracto de raices, asi como sus frac-
ciones polary poco polar (10 mg/kg, v.i.p) resultaron
mis efectivas en la segunda fase (inflamatoria) del
modelo con formalina en relacién con los firmacos
4cido acetilsalicilico e indometacina (16).

Actividad antiespasmédica

Los extractos metandlicos de hojas, raices, flores
y frutos causaron un efecto inhibitorio significativo
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en la respuesta contrictil elicitada por la acetilco-
lina en ileon de cobayo, la cual ocurrié en forma
no competitiva y dependiente de la concentracién
con una IC;; de 1.47 mg/ml. También causé un
efecto relajante en preparaciones de musculo liso de
duodeno de rata, con una IC;; de 0.18 mg/ml (26).

Actividad antiparasitaria

Trypanosoma cruzi. El efecto del extracto metanol/
acetonadel duramen de C. brasiliense se investigd con-
tra epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi cau-
sante de la enfermedad de Chagas. Las xantonas 12
(MC,,,= 50 ug/ml, 153 uM), 13 (MC, ;= 50 ug/ml,
161 uM) y 35 (MC, ;)= 70 ug, 213 uM) presentaron
potente actividad tripanocida (14). Otro estudio
también encontrd que las cumarinas tipo mammea
presentan mayor actividad contra epimastigotes que
con tripomastigotes. Cumarinas con sustituyentes
en el carbono 6 de tipo prenilo no ciclizadas son
mids potentes que las ciclizadas (25). Mayor acti-
vidad fue observada con mammea 52 (MC, =
15 y 25 pg/ml, respectivamente), seguido de las
mammeas 49-51; mientras que las cumarinas con
sustituyentes prenil ciclizados en C6, tales como,
las mammeas 56, 57 y 58 fueron menos activas con-
tra ambas etapas de T. cruzi (MC, ;> 200 ug/ml).
A diferencia de las mammeas, el compuesto de re-
ferencia, el cloruro de berberina, fue mas potente
contra las formas tripomastigote que epimastigote
(MC,,,= 7y 300 pug/ml, respectivamente) (25).

Leishmania amazonensis. Bioensayos empleando
extractos de diclorometano de hojas y una fraccién
de hexano de este extracto, mostraron actividad
sobre las formas promastigote y amastigote axéni-
cas de L. amazonensis (IC, )= 40 ug/mly 3.69 ug/
ml, 17 ug/ml y 3.25 pg/ml; respectivamente) (15).
De la fraccién con hexano se aislé la mammea
50, la cual present6é mayor actividad (IC, = 3 ug/
ml vs. promastigote y 0.88 ug/ml vs amastigotes),
ademds resultd ser poco téxica para los macréfagos
J774G8 (CC,,= 25 ug/ml), esto significa que fue
selectiva para los protozoarios (15). Las formas
promastigote tratadas con este compuesto (72 h,
3 ug/ml) exhibieron en microscopia electrénica de
transmision, alteraciones ultra-estructurales como:
células bi-nucleadas, multiple vacuolizacién del
citoplasma, intensa actividad exocitica en la regién
de la bolsa flagelar e hinchazén de mitocondrias
con presencia de membranas concéntricas en la
matriz mitocondrial. Estos resultados son promi-
sorios ya que los firmacos actuales empleados en



EL ARBOL TROPICAL CALOPHYLLUM BRASILIENSE: UNA REVISION BOTANICA, QUIMICA Y FARMACOLOGICA

el combate a la Leishmaniasis son extremadamente
toxicos y los pardsitos han desarrollado resistencia
a los mismos (15).

Actividad moluscicida

Los extractos hidroalcohdlicos de hojas y ramas
colectadas en Brasil presentaron actividad contra el
molusco Biomphalaria glabrata, vector del protozoario
Schistossoma sp causante de la elefantiasis. Los extrac-
tos en concentracion de 25 ppm causaron 100% de
mortalidad del molusco. El compuesto aislado de
estos extractos fue la mammea 50, la cual present6
una LD, de 0.67 ppmy LD, de 1.47 ppm después
de 24 horas, la cual es comparable en potencia con
el moluscicida de referencia, niclosamida (LD, =
0.77 ppm y LD,,= 1.75 ppm). Esto significa que
puede ser un sustituto potencial de esta sustancia
que es utilizada en el combate de los hospederos
intermediarios de Schistossoma sp (64).

Actividad antitumoral

Las xantonas aisladas de las ramas de C. brasiliense
colectado en Brasil mostraron actividad citotdxica.
Las brasixantonas 19-22, asi como las xantonas 29y
31 inhibieron al 100% la actividad de promocién del
tumor en un modelo in vitro denominado activacién
del antigeno “early” del virus Epstein-Barr inducida
por TPA [12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato]
en células Raji, la IC,; de las brasimarinas fueron
349, 342y 348 mol/32 pmol TPA, respectivamente
(12, 13).

Las mammeas 49, 50 y 52-58 mostraron cito-
toxicidad a 31 uM en mayor o menor grado sobre
tres lineas celulares tumorales humanas (PC3, K562
y U251), mientras que el triterpeno 4 solo inhibi6 el
crecimiento de PC3. Los compuestos fendlicos 2y
3, asi como el triterpeno 5 fueron inactivos (24). El
compuesto con mayor actividad fue la mammea 49
conuna IC,;=0.0420.59 uM contra dichas lineas
tumorales, seguida por la mezcla de mammea A/
BA 'y A/BB (IC, ;= 0.04 a 0.59 uM). La actividad
citotéxica de las mammeas estd determinada por
la presencia de un sustituyente propil, pentil o fenil
sobre C4. El sustituyente y,y- dimetil alilo en C-6
incrementa la citotoxicidad, pero disminuye si se
cicliza a dihidro-furano o anillo de pirano (24).

Actividad fungicida

Los extractos metandlicos de diferentes partes de
este arbol colectado en Brasil fueron evaludos sobre
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el crecimiento de Candida albicans y C. tropicalis, pero
no observaron actividad con extractos, ni con las
fracciones polar (cloroformo) y no polar (acetato de
etilo). Sin embargo, el icido fendlico 2 a concen-
tracién de 400-500 pug/ml (2.6-3.2 mM) present6
moderada actividad contra estos microorganismos
(21). En un estudio posterior se observé efecto in-
hibitorio sobre el crecimiento de C. albicans cuando
fueron tratadas con extracto acuoso y etandlico
(100 mg/mly 200 mg/ml) de hojas de C. brasiliense
colectadas en Pert (27). Por otro lado, las xantonas
12-16 aisladas del duramen de C. brasiliense fueron
activas contra el hongo Lenzites trabea causante de
pudricién morena de la madera (22), lo cual sugiere
que también podrian tener actividad contra hongos
de interés médico.

Actividad bactericida

Los 4dcidos de cromanonas 40-45 aislados de
la corteza presentaron alta a moderada actividad
contra Bacillus cereus y Staphylococcus epidermis a
concentraciones inhibitorias medias entre 1y 4
wug/ml (17). También se ha evaluado la actividad
inhibitoria de los extractos de hexano, metanol
y acetona de hojas colectadas en México, asi
como de los 4dcidos fendlicos 2-3, triterpenos
4-5, mammeas 49, 50 y 52-58 sobre 14 cepas de
enterobacterias: Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC/029358, ETEC/050933), E. coli enteroin-
vasiva (EIEC/28918), E. coli (ATCC/25922), E.
coli agregativa (AGG/049766), Salmonella typhi
(RRE/095426), S. typhi (ATCC/6539), Salmonella
typhimurium (074289), Shigella dysenteriae (Dys 3),
Staphylococcus aureus (2 cepas), Staphylococcus epidermi-
dis, Pseudomona aeruginosa (ATCC/27853), y Bacillus
subtilis. Sin embargo, solo la mezcla de mammea A/
BA+A/BB y C/OA+C/OB redujeron el crecimiento
de S. aureus, S. epidermidis y B. subtilis, aunque en
menor medida que el cloramfenicol (24). Por otro
lado, el extracto metandlico de hojas, tallo, raices,
tlores y frutos colectados en Brasil, asi como de
las fracciones polar (no soluble en cloroformo) y
no polar (soluble en cloroformo) de los extractos
de metanol fueron evaluados sobre los microorga-
nismos: B. cereus, Enterobacter cloacae, E. coli, Proteus
mirabilis, P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae (21).
Los resultados indicaron que todos los extractos son
activos contra una o mis bacterias Gram-positivas
(B. cereus, S. aureus, S. saprophyticus'y S. agalactiae) en
un rango de concentraciones de 100-1000 pg/ml,



140

pero no observaron actividad contra las bacterias
Gram-negativas (E. cloacae, E. coli, P. mirabilis, S.
typhimurium). De los compuestos aislados de estos
extractos, el compuesto 2 present6 actividad contra
ambos grupos de bacterias; mientras que la xantona
36 dnicamente fue activa contra bacterias Gram-
positivas. Los compuestos 1, 4 y 10 no exhibieron
actividad microbicida (21).

Actividad antiviral (vs TR VIH-1)

Los calanélidos son dipiranocumarinas te-
traciclicas con actividad potente contra el VIH-1
causante del SIDA, acttian como inhibidores no
nucleosidicos de la transcriptasa reversa de dicho
virus. Existen diversos compuestos de este tipo, de
los cuales el mis activo y ampliamente estudiado
es el (+)-calandlido A [59]. Dicho compuesto fue
aislado por primera vez [1992] del drbol trépical
Calophyllum langinerum de Malasia (1). El calandlido
59 es el compuesto lider de tres series de dipiranocu-
marinas tetraciclicas, presentes en diversas especies
del género Calophyllum, que estan estructuralmente
relacionadas, denominadas calanélidos (prenilo en
C-4) (1), inofilums (fenilo en C-4) (2) y cordat6-
lidos (metilo en C-4) (65).

Las propiedades anti-TR VIH-1 del calanélido
59 se describieron por primera vez mediante dos
ensayos de viabilidad celular in vitro en células lin-
foblasticas T humanas infectadas con el virus. En
el ensayo con XTT tetrazolium-formazan detuvo
la replicacion del VIH-1 y confirié 100% de protec-
cién contra los efectos citopiticos (EC,,= 0,1 uM)
del virus. La citotoxicidad del compuesto contra
células no infectadas se manifesté a concentracio-
nes 200 veces mayores (IC, ;= 20 uM), resultando
con un buen indice terapéutico (IC, /EC, = 200).
Resultados similares se obtuvieron con un segundo
método, estableciendo ademis el calandélido 59 inhi-
bia la produccién de TRy de la proteina viral gp24.
También se demostré que inhibe especificamente
la actividad de la TR de VIH-1 mediante ensayos
sobre moldes homopoliméricos de poliA y poliT.
Sin embargo, el calanélido 59 fue inactivo en células
infectadas con VIH-2. Ademis de este calanolido,
se aislo el (-)-calandlido B [60], el cual presentd
actividad anti-VIH-1, pero requirié concentraciones
cuatro veces mayores para lograr niveles de citopro-
teccién equivalentes al (+)-calandlido A [59] (1).
Un afo mds tarde se aislaron los inofilums B y P
de C. inophyllum de Malasia, los cuiles inhibieron
la enzima TR de VIH-1 (EC,,= 38 y 130 nM,
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respectivamente) y brindaron proteccién contra los
efectos citopéticos del VIH-1 en cultivos celulares
infectados (2). A finales de la década de 1990’s se
aislaron los cordatdlidos Ay B de C. cordato-oblongum
de Sri Lanka, los que también inhibieron la activi-
dad enzimitica de la TR de VIH-1 in vitro (IC, =
12.3 y 19 uM, respectivamente) (65).

El primer ensayo de actividad del calandlido
59 in vivo se realizé con un modelo de células
linfoblastoide humana (CEM-SS) infectadas con
VIH-1 IIIb implantadas dentro de una fibra plas-
tica hueca en ratén. El compuesto administrado
oral o parenteralmente, inhibié la replicacién del
virus (66). Posteriormente se examind su perfil de
seguridad en animales, asf como su farmacocinética
en voluntarios humanos VIH negativos con dosis
tnica (67, 68). En los estudios clinicos de fase I, este
calandlido 59 fue administrado en dosis de hasta 800
mg dos veces al dia durante 5 dias, encontrindose
que era bien tolerado aunque se observaron efectos
adversos transitorios de baja intensidad, tales como
mareo, cefalea, natseas y mal sabor en boca. Los
niveles en plasma fueron variables, pero a las dosis
mis altas se alcanzaron niveles de posible eficacia
terapéutica (68, 69).

Los estudios realizados indican que el calanélido
59 es un inhibidor no nucleosidico de la enzima
TR de VIH-1, con caracteristicas importantes, tales
como: selectividad contra el VIH-1; actividad contra
cepas VIH-1 resistentes a zidovudina y lamivudina,
firmacos inhibidores de transcriptasa andlogos a
nucledsidos (ITRAN) generalmente prescritos, asi
como a cepas con la mutacién Y181C (tirosina por
cisteina) la cual confiere resistencia a la mayoria
de los inhibidores de transcriptasa no anilogos a
nucleésidos (ITRNN), esta es una caracteristicas
Unica e importante de este calandlido, ademas de
que no se presentaron cepas resistentes después de
una monoterapia de 14 dias en la fase clinica IB en
pacientes infectados, sugiriendo que este compuesto
puede retardar la emergencia de mutaciones virales.
En estudios preclinicos el calandlido 59 presentd
interaccion sinérgica en combinaciones dobles (con
zidovudina, lamivudina o estavudina), asi como en
combinacién triple que combinan inhibidores de
proteasa (nelfinavir) e ITRAN (lamivudina), este
sinergismo puede tener implicaciones terapéuticas
importantes; debido a su naturaleza lipofilica se dis-
tribuye rapidamente en el sistema nervioso central
y sistema linfitico, penetrando en los reservorios
virales; no se presentan efectos adversos impor-
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tantes, lo que significa que es bien tolerado por los
humanos. La tolerancia favorable y el perfil farma-
cocinético del calandlido 59, demostrados en la fase
IAy IB, sugieren que puede ser desarrollado como
un firmaco de ingesta de 1-2 veces por dia, lo cual
favorecerfa el apego de los pacientes al tratamiento
de acuerdo a Sarawak MediChem Pharmaceuticals
Inc, 2007 (citado en 31). Ademis el (+)-calandlido
A [59] es el Gnico agente anti-VIH que también
inhibe el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
(70), una de las principales infecciones oportunistas
en pacientes con SIDA.

Quimiotipos de Calophyllum brasiliense:
éevolucion de un taxén?

¢Qué tan homogénea puede ser una especie
en su composicién quimica? ¢Existen diferencias
quimicas entre ejemplares colectados en diferentes
localidades? El estudio de Calophyllum brasiliense
ha permitido esbozar algunas respuestas, pues se
ha demostrado la existencia de poblaciones con
diferencias en la composicién quimica de las hojas,
llevando a concluir que en México existen al menos
dos quimiotipos (19,24,71), también llamados “feno-
tipos quimicos” (33). El inicio de este capitulo de la
investigacién fue completamente inesperado y for-
tuito. Como resultado de un estudio bioprospectivo
donde se evaluaron los efectos inhibitorios sobre la
enzima TR de VIH-1 de los extractos orgdnicos de
las hojas de 21 especies de Clusiaceae presentes en
México, se encontrd que la especie mds activa fue
C. brasiliense. Tanto el extracto de hexano (77.9%)
como el de acetona (81.3%) y el de metanol (83.3%)
presentaron actividad contra la enzima TR de VIH-
1 (18). El fraccionamiento biodirigido del extracto
hexdnico permitié aislar las dipiranocumarinas:
(+)-calandlido A, (-)-calandlido B, (+)-calandlido
C [59-61] y soulatrélido [66]. Estos compuestos
fueron identificados como responsables de las pro-
piedades anti-TR de VIH-1 (19). Ademds, el extrac-
to de C. brasiliense inhibi6 la replicacién del VIH-1
en linfocitos CD4+ y resulté poco téxico sobre
linfocitos CD4+ cultivados in vitro. Curiosamente,
afos atrds, esta especie no habia sido considerada
como posible fuente de compuestos anti-VIH en
un estudio bioprospectivo previo realizado en los
E.U.A. ya que no presenté dipiranocumarinas (ca-
landlidos) en cromatogratia en capa fina, asi como
por resonancia magnética nuclear de protén (9).
Estos resultados contradictorios fueron aclarados
afos después, pues se demostré que en México

existen al menos dos quimiotipos de C. brasiliense
(19, 24). En efecto, con base en el anilisis por CCF,
HPLC, y estudios clasicos de aislamiento ¢ identifi-
cacidn espectroscopica de compuestos, se encontrd
que existen dos poblaciones o fenotipos quimicos
de C. brasiliense. La primera, llamada quimiotipo 1
(QTP1), contiene como constituyentes mayoritarios
del extracto hexdnico de las hojas cumarinas tipo
mammea [49, 50 y 52-58] (24); mientras que el
segundo quimiotipo (QTP2) presenta como com-
ponentes mayoritarios cromanonas [46-47], ademds
este biosintetiza como constituyentes minoritarios
dipiranocumarinas tetraciclicas 59-61 y 66 (19).
Ambos quimiotipos contienen los triterpenos 4y 5,
asi como el flavonoide 11. Sin embargo, Gnicamente
las dipiranocumarinas tetraciclicas presentes en el
QTP2 son activas contra la enzima TR de VIH-1,
mientras que las coumarinas tipo mammea pre-
sentes en el QTP1 no poseen actividad contra esta
enzima, aunque presentaron actividad citotéxica
contra tres lineas tumorales humanas (19, 24).

En un estudio reciente se detectd por cromato-
graffa en capa fina y HPLC ¢jemplares localizados
principalmente en el Estado de Chiapas (sureste de
Meéxico) con un perfil cromatogrifico particular,
al que se le denomino tentativamente quimiotipo
3 [QTP3]. Los extractos de hexano de las hojas de
C. brasiliense QTP3 colectadas en dos localidades
de Chiapas mostraron semejanzas con el QTP2,
pues contienen dipiranocumarinas del tipo de los
inofilums, calandlidos, pero con bajo contenido de
cromanonas (71). Los extractos de ambas loca-
lidades fueron potentes inhibidores de la enzima
TR de VIH-1. Sin embargo, solo el colectado en la
region del Soconusco presentd un perfil toxicol6-
gico relativamente seguro en ratones. Ademds, no
se observo dafio en tejido hepitico, por el contrario
se aprecié un posible efecto inmuno-estimulante
mediante el incremento de megacariocitos en bazo
(71). Al respecto, se ha reportado que el extracto de
metanol de raices de C. brasiliense colectado en Brasil
induce el crecimiento in vitro de células del bazo de
ratones (72). También se reportd que este extracto
presenté actividad inmuno-estimulatoria sobre
células mononucleares de sangre periférica humana
de manera dosis-dependiente en concentraciones de

100-200 ug/ml (73).
Diferencias anatomicas y genéticas entre quimiotipos

No solo se han encontrado variaciones cuali-
tativas y cuantitativas en la composicién quimica
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de poblaciones de C. brasiliense en México, que
permiten postular la existencia de quimiotipos en
dicha especie (19, 24, 71), este fenémeno, también
se ha observado en otras especies del género Calo-
phyllum. Por ejemplo, las especies de Calophyllum de
Sri Lanka se han divido en dos grupos de acuerdo
a su composicién quimica (74); también la especie
C. inophyllum de las Islas Polinesias se ha separado
en varios grupos después de comparar los perfiles
cromatogrificos por HPLC de numerosos ¢jem-
plares (75).

¢La existencia de quimiotipos en C. brasiliense es
una respuesta al ambiente o estd determinada gené-
ticamente? nosotros nos inclinamos por la segunda
hipétesis y con esta perspectiva se han realizado di-
versos estudios morfol6gicos, anatémicos y genéti-
cos con especimenes de México. Se examinaron las
hojas de 20 ejemplares de C. brasiliense depositados
en el herbario MEXU, se consideraron las varia-
bles de largo y ancho de la hoja, ntiimero de venas
en 5 mm y longitud del peciolo. Sin embargo, las
diferencias entre los QTP1y QTP2 no resultaron
estadisticamente significativas. Si bien se requiere
ampliar la muestra, al parecer los quimiotipos no
reflejan de manera contundente diferencias en su
morfologfa. Sin embargo, el anilisis de la preferen-
cia en la distribucién altitudinal de ejemplares del
MEXU, indicé que el 22% de QTP1 se encuen-
tran desde 0 hasta 200 msnm, mientras que este
porcentaje fue de 38% para los QTP2. El limite de
distribucién altitudinal es de 1200 msnm para los
QTP1, mientras que para los segundos solo alcanza
los 1000 msnm. Es decir, al parecer el QTP2 tolera
condiciones mds secas.

En este contexto, se realiz6é un estudio anaté-
mico comparativo de las hojas de plintulas de los
QTP1y QTP2 de C. brasiliense, el cual si mostrd
diferencias estructurales estadisticamente significa-
tivas (76). En el primer quimiotipo, la epidermis
de la hoja presenta dos estratos, el parénquima en
empalizada en un solo estrato, el tejido vascular de
la nervadura central en forma de V cerrada. En el
segundo, la epidermis de la hoja presenta un estra-
to, parénquima en empalizada en dos estratos y el
tejido vascular de la nervadura central en forma de
U cerrada (76,77).

Con el objetivo de establecer claramente si
existian diferencias a nivel genético entre los dife-
rentes quimiotipos de C. brasiliense en México se
realizé el anilisis filogenético de la region de los
espaciadores internos transcritos (I'TS por sus siglas
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en inglés) localizados en el ADN ribosomal (77).
Esta investigacién demostré que los ejemplares de
C. brasiliense del QTP2 procedentes del Estado de
Veracruz, como los del llamado QTP3 del Estado
de Chiapas presentaron una alta similitud genética
con solo ligeras diferencias en la regién amplificada,
sugiriendo que posiblemente el llamado QTP3 solo
es una variante del QTP2. En contraste, el QTP1
presento varias diferencias en la regién del ITS al
comparar con QTP2 y QTP3, adicionalmente se
observé que posee una mayor similitud filogenética
con C. inophyllum que con el QTP2 (77).

Los anteriores estudios sugieren que la existencia
de quimiotipos en poblaciones de C. brasiliense de
Meéxico podria deberse a un proceso de rapida di-
versificacion, es decir evolutivo, en el taxén; donde
los cambios genéticos son observables en la compo-
sicién quimica y anatomia de las hojas, pero no en
sumorfologfa. Desde el punto de vista biosintético,
tanto cumarinas tipo mammea, dipiranocumarinas
y Cromanonas poseen precursores comunes, por
lo tanto estdn relacionados (78,79), por ejemplo se
ha sugerido que la mammea A/BB [50] podria ser
un precursor de inofilum B, compuestos aislados
principalmente en C. inophyllum (24). Mutaciones
puntuales podrian inhabilitar la expresién de una
enzima y favorecer la de otra, dando lugar a feno-
tipos quimicos o quimiotipos diferentes. Desde el
punto de vista farmacéutico, determinar el perfil
quimico de los extractos es fundamental para el
desarrollo de un fitofirmaco (80). La presencia y
abundancia de dipiranocumarinas en la materia
prima es crucial puesto que solo los ejemplares de
QTP2y suvariante QTP3 podrian ser usados como
fuente de fitomedicamentos anti-TR de VIH-1; sin
embargo, los QTP1 podrian ser fuente de Cumari-
nas tipo mammea con propiedades antitumorales y
contra protozoarios.

La presente revision pretende mostrar un pano-
rama general de la fitoquimica y farmacologia de
compuestos aislados de C. brasiliense, especialmente
Cumarinas, con la finalidad de orientar trabajos ten-
dientes al posible desarrollo de fitomedicamentos.
Sin embargo, la amplisima distribucién geogréfica
de la especies, su alta variabilidad quimica y genética
limita la generalizacién de los resultados. Adicio-
nalmente, por limitaciones de espacio, ofrecer un
panorama mds amplio es una tarea futura, tal como
los avances en la sintesis de compuestos lideres, e in-
vestigaciones sobre la genética y anatomia del arbol;
ademis, de revisar algunas otras especies del género
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Calophyllum donde se han encontrado compuestos
activos, asi como estudios concernientes al cultivo
in vitro de tejidos para la produccién de metabolitos
secundarios.

CONCLUSIONES

Calophyllum brasiliense representa un recurso fito-
genético y fitoquimico muy valioso para los paises
latinoamericanos, pues biosintetiza compuestos
cuya diversidad de accién farmacolégica representan
una alternativa en el desarrollo de fitomedicamentos
para hacer frente a los problemas de Salud Publica.
Entre estos compuestos destacan los calandlidos e
inofilums en el tratamiento del VIH/SIDA, ya que
debido a sus caracteristicas farmacoldgicas y toxico-
16gicas, los han colocado como fuertes candidatos
para ser incorporados al cuadro de medicamentos
antirretrovirales. También destacan las Cumarinas
tipo mammea, las cuales presentan propiedades
contra protozoarios y como antitumorales. Dichos
compuestos podrian eventualmente permitir el
desarrollo de fitofirmacos a base de extractos y/o
fracciones enriquecidas estandarizadas, lo que no
solo representaria efectividad y seguridad, sino re-
duccion de los costos del tratamiento VIH/SIDA,
Leishmaniasis y 1a enfermedad de Chagas.
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