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TESIS DOCTORAL

Efecto antitumoral, anti VIH y elucidacion estructural
de las hojas y corteza de Calophyllum brasiliense de

Satipo y Pucallpa

RESUMEN

Se evalud la actividad antitumoral y antiviral de
los extractos al 10% p/v de hojas y corteza de
Calophylum brasiliense Cambess de Satipo y Pucallpa.
Se utilizaron técnicas del CYTED, Skehany Simmons.

En Artemia salina la CL50 fue 70,5 ppm, con un
limite superior e inferior al 95% de 136,50ppmy de
36,4 ppm por Probits, asimismo se observé una
inhibicién sobre lineas celulares tumorales: U251
(cAncer del SNC), PC-3 (cancer de prostata), HCT15
(cancer de colon), MCF7 (cancer de mama) y K562
(cancer de tejido linfoide) de 109,42%, 95,67%,
96,16%, 102,68% y 95,69% respectivamente, con una
p<0,01. En laevaluacion antimitética en cebolla, al
cabo de 6 horas el IM de las células meristematicas
decreci6 de 13 a 1,0 a la concentracién de 0,5% a
25°C. Laactividad antiviral sobre la Transcriptasa
Reversa (RT) del VIH-1, realizada con el Kit Lenti
RT, presentd una CL50 de 70,2905 ug/ml (limites al
95%:138,89ug/ml-35,5707ug/ml). Se detecto:
alcaloides, cumarinas, lactonas, triterpenos penta-
ciclicos, habiéndose aislado tres compuestos CbHS5,
CbHS16, CbHS525354, realizdndose la elucidacion
estructural de los dos componentes mayoritarios por
RMNH1, RMNC13y Espectrometria de Masas que
fueron caracterizados como Betulina, que posee un
efecto antiinflamatorio y el Acido betulinico, que
posee efectos antitumoral y anti-VIH.

La Betulinay del Acido betulinico podrian estar
implicados en la accion farmacoldgica del extracto
de hojas de Satipo, que presenté un buen efecto
antitumoral y antiviral de 72,05% sobre laRT, frente
a Nevirapine utilizado en la terapia de pacientes
con SIDA, que presento 71,59%.

Lucy Ibafez Vasquez

Palabras clave: antitumoral, antiviral, SIDA,
VIH-1, Calophyllum brasiliense, Lagarto caspi, Bari,
Santa Maria, cancer.

INTRODUCCION

La busqueda de nuevos agentes terapéuticos
sintéticos y de origen natural para combatir una serie
de enfermedades como cancer y SIDA se ha
convertido en una preocupacion que deriva en un
esfuerzo emprendido por instituciones univer-
sitarias y companiias farmacéuticas a nivel mundial.
Las plantas son una fuente importante en la
busqueda de farmacos para el tratamiento de una
serie de enfermedades. Por ello es necesario
desarrollar ventajas competitivas en la industria-
lizacion de productos naturales a través de alianzas
entre universidades, empresas, gobiernos e institu-
ciones nacionales y extranjeras, y emprender
esfuerzos para lograr avances en la Investigacion y
Desarrollo, a fin de detectar posibilidades de
aplicarse con éxito a nivel comercial y cubrir nuevas
demandas del mercado nacional e internacional con
especies promisorias, generando invenciones que
pueden dar lugar a un producto o un procedimiento
que cumpla con los requisitos de: a) novedad, b)
nivel inventivo y c) aplicabilidad industrial.

Los métodos de cultivos de célulasy tejidos in
vitro, se emplean cada vez con mayor frecuenciaen
el estudio de compuestos, teniendo en cuenta el
codigo de ética animal y con la finalidad de evaluar
mecanismos de accién, aunque su valor es limitado.

Desde que se identificé el Virus de Inmuno-
deficiencia Humana (VIH) como el agente causal
del SIDA (1,2), labusqueda de tratamientos efectivos
en la prevencion y desarrollo de esta enfermedad ha
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sido el principal objeto de estudio. Los productos
naturales también han contribuido al descubri-
miento de agentes anti VIH-1 (3), mediante sondeos
0 screenings masivos biodirigidos. Como resultado
de dichos estudios, a la fecha se ha logrado
identificar més de 60 productos naturales anti VIH
(4) que no sélo proporcionan entidades quimicas
potencialmente Utiles en el tratamiento del SIDA,
sino que ademas constituyen moldes para el disefio
de nuevos farmacos. A principios de 1997 y segin
datos del programa HIV-AIDS de Naciones Unidas,
la cifra de personas afectadas en el mundo por el
VIH erade 21,8 millones (de las cuales, 21 millones
eran adultos y 830 000 nifios). El VIH pertenece al
grupo de los lentivirus o retrovirus citopaticos no
transformantes y hasta el momento se ha aislado
dos subtipos capaces de provocar la enfermedad:
VIH-1y VIH-2. El VIH-2 esta limitado funda-
mentalmente a Africa occidental y causa una minima
proporcion de los casos de SIDA, por el contrario, el
VIH-1 se encuentra disesminado mundialmente y es
el agente causal de la mayoria de casos de SIDA, por
lo que habitualmente se nombra como agente
etiologico de la infeccion por VIH.

Los antirretroviricos no son curativos, pues no
erradican la infeccion, pero pueden disminuir la
viremia y retrasar la depresion inmunitaria, para
convertir la infeccién por VIH en una enfermedad
crénica controlada, para lo cual el tratamiento deberia
ser potente e iniciarse de forma precoz. La trans-
criptasa inversa o retrotranscriptasa es una enzima
exclusiva de los retrovirus, por lo que su inhibicion
afecta s6lo el ciclo evolutivo del VIH y no al de la
célulahospedera. Basicamente pueden diferenciarse
dos grupos de medicamentos antirretroviricos seguiin
el mecanismo de accién sobre el ciclo evolutivo del
VIH, a) inhibidores de la transcriptasa inversa y b)
inhibidores de la proteasa virica.

Las estrategias cientificas para la evaluacion in
vitro de productos naturales con actividad biolégica
han cambiado con el paso de los afios; un desarrollo
reciente es la investigacion altamente automatizada
de las pruebas biolégicas basadas en métodos
colorimétricos que cuantifican la proliferacion de
los cultivos celulares (5-6). Estas técnicas son
consideradas rapidas y baratas para la evaluacion
antitumoral (7) y antiviral (8) de una gran cantidad
de extractos de productos naturales; estos métodos
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permiten facilmente dirigir el aislamiento y
purificacion de los principios activos (9). Diversos
procesos moleculares en el ciclo viral han sido
identificados como blanco de accién de posibles
farmacos como: las enzimas transcriptasa reversa
(TR), proteasa (PR) e integrasa (IN) (10), asi como
proteinas involucradas en la adhesién y fusién del
virus (11). La TR es una enzima esencial en la
replicacion del VIH, ya que transcribe el material
genético del virus constituido por una cadena
sencillade RNA en una cadena doble de DNA (12).

El Nevirapine es conocido como Viramune, se
presenta en comprimidos de 200 mg, la dosis usual
es 200 mg/diay es administrada por viaoral, es un
inhibidor especifico y no competitivo de la
transcriptasa inversadel VIH-1. Se une directamente
a la transcriptasa inversa virica y bloquea la
actividad ADN-polimerasa dependiente tanto del
ARN como del ADN al alterar el sitio catalitico de la
enzima. Después de su administracion oral con o
sin alimentos, se absorbe con rapidez
(biodisponibilidad del 95%). Se une moderadamente
a las proteinas plasméticas (60%) y alcanza
concentraciones plasmaticas maximas al cabo de 2-
4 horas, con una semivida de 45h. Se metabolizaen
el higado a través del Citocromo P-450 y se elimina
mayoritariamente por la orina (84%) en forma de
metabolitos. Atraviesa la barrera hematoencefélica
y la placenta y se excreta en la leche materna.
Presenta erupcion cutanea intensa en el sindrome
de Stevens-Johnson, siendo grave en algunos casos,
con estomatitis ulcerativa, cefalea, nauseas, vomitos,
diarrea, somnolencia, fiebre, etc.

Cancer es un conjunto de enfermedades en que
las células dafiadas genéticamente proliferan de
formaautonoma. Estas células no pueden responder
a los mecanismos reguladores normales para
asegurar la cooperacion intercelular que se requiere
en los organismos multicelulares. Por consiguiente,
contindan proliferando y de esta forma robando a
las células normales los nutrientes y finalmente
invadiendo los tejidos sanos de los alrededores.
Dependiendo del dafio originado, las células
anormales pueden formar tumores benignos o
malignos. Los tumores benignos que son de
crecimiento lento y limitado a una localizacién
especifica no se consideran cancerosos y en pocas
ocasiones producen la muerte. Por el contrario, los
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malignos suelen ser fatales debido a que pueden
experimentar metéstasis (las células cancerosas
emigran a través de la sangre o vasos linfaticos a
lugares distintos del cuerpo). Al surgir los nuevos
tumores malignos, interfieren con las funciones
normales y cuando los procesos que mantienen la
vida fallan los pacientes mueren.

El género Calophyllum es el mas importante
miembro de la familia Clusiaceae,(Guttiferae); esta
constituido por 187 especies, todas ellas arboles
tropicales. La mayoria (179) se encuentraen el viejo
mundo en especial en la zona Indo-Malasia con
extension hacia las islas Madagascar y Fuji. Se
estima que sélo 8 especies se distribuyen en el
continente americano, desde México hasta las
Antillas y Centro América, Venezuela, Colombia,
Perd, Bolivia, Brasil y las Guyanas. Este género se
encuentra basicamente restringido a selvas
humedas, en tierras bajas, colinas y a veces en
bosques de montafia, aunque algunas especies
crecen en habitats secos. De este género se han
aislado otras moléculas, tales como las xantonas,
las cuales han mostrado actividad citotoxica,
actividad antiviral VIH y antibacteriana por lo que
estas moléculas también son candidatos potenciales
para su evaluacion como farmacos antineoplasicos
y antibacterianos, ademas de constituir moldes para
el disefio de nuevos farmacos, atribuyéndose dicha
actividad citotéxica a que actlan como
blogueadores del ciclo celular en la fase G2/M. Los
mecanismos de accidon de las xantonas no se
conocen, sin embargo se sabe que inhiben la sintesis
de DNA, RNA y proteinas y aumentan el indice
mitdtico en la metafase.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de hojas y corteza de Calophyllum
brasiliense de la zona de Satipo fueron
proporcionadas por el Instituto de Investigaciones
Farmacéuticas lllary y la de Pucallpa por Pebani-
Inversiones S.A, identificAndose taxon6micamente,
luego fueron estabilizadas y se sometieron a una
maceracion a temperatura ambiente con Metanol Q.P
a una concentracion al 10% p/v por una semana;
posteriormente se filtraron y los extractos fueron
concentrados al vacio en un rotavapor hasta la total
eliminacién del solvente, obteniéndose un residuo
seco. Elscreening fitoquimico preliminar se realizé
de acuerdo al método descrito por Ciulei. Del

extracto metandlico que presenté mejor actividad
bioldgica se procedi6 a la separacion de los
principios activos por métodos convencionales de
cromatografia en columna obteniéndose: CbHS5,
CbHS16 y CbHS525354. Los espectros de
Resonancia Magnético Nuclear Protonica (RMNHZ1)
y los espectros de carbono (RMN13 C) se obtuvieron
en el Instituto de Quimica de laUNAM (MEXICO) y
en el Departamento de Farmacia de la USAL
(Espana).

Evaluacion de la actividad citotéxica en Artemia
salina segiin Anderson, Meyer, Thompson (CYTED,
1995). Se sigui6 el procedimiento siguiente:

Dia 1: Se prepar6 agua de mar (3,8 g de sal de mar
comercial en 100ml de agua destilada). Se
filtré. Se colocaron aproximadamente 50 mg
de huevos de Artemiasalinaen un Erlenmeyer
con 350 ml de agua de mar. Se les coloco en
un lugar con luz artificial o natural y con
una bomba de oxigeno con burbujeo lento.

Dia 2: Se transfirio la mayor cantidad de nauplios
vivos a un erlemeyer con agua fresca. Se pes6
20 mg de Calophylum brasiliense.

Dia3: Se disolvi6 20 mg de la muestra en 2 ml de
disolvente, 0,5 ml de DMSOy 1,5 ml de agua
destilada (lo que hizo un total de 2 mL). A
partir de esta solucidn, se prepararon dilu-
ciones de 1000, 100y 10 ppm transfiriendo a
cada vial 500, 50, y 5 ul respectivamente.
Siendo 3 viales por cada concentracion (9 en
total). Se hizo un control por muestra. Como
la muestra fue apolar se le agregé al control
50ul de DMSO. Los nauplios estuvieron listos
para el ensayo. A cada vial se le agregaron
10 nauplios (30 nauplios por dilucién) y la
dilucién del extracto requerido. Luego, se
agreg6 agua de mar hasta completar 5 mL por
vial. A cada vial se le agregé ademas, una
gota de suspension de levadura (3 mg de
levadura seca se disuelven en 5 mL de agua
de mar como alimento).

Dia4: Después de 24 horas, se contd y anot6 el
numero de sobrevivientes en cada dilucién.
Se analizaron los datos con el programa de
computadora Finney (DOS) para determinar
valores CL50.
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Evaluacion de la actividad citotoxica de
sustancias sobre la proliferacion de células
cancerosas de humano segun el Método de la
Sulforodamina B(Skehan, 1990). Se utilizaron los
extractos metandlicos de las hojas y corteza de
Calophyllum brasiliense y se hicieron los ensayos en
placas de 96 pozos para determinar la viabilidad
celular, el cual es un ensayo colorimétrico que se
ley6 en un lector de ELISA a515 nm. Se utiliz6 como
controles positivos 5-Fluororacilo y adriamicina.
Todos los compuestos fueron disueltos en DMSO, a
unaconcentracion maxima del 0,5% v/v; las pruebas
se realizaron en 5 lineas celulares: U-251(carcinoma
del sistema nervioso central), PC-3 (carcinoma de
prostata), K562 (leucemia megalobléstica, linfoma),
HCT-15 (cancer de colon) y MCF-7 (cancer de mama).

Dia 1: Se tomaron las placas de crecimiento celular
en el cual se observaron una confluencia de
70-80%. Se contaron las células par obtener
una solucién de 5 x 10*4 células/ml. Se
inocularon dos placas con 100 ul de la
solucién anterior de células (5 x 10*4 células/
ml). Se incubaron 37° C en 4,5% de CO2.

Dia2: A las 24 horas se afiadi6é 100 ul de medio a la
denominada placa ceroy después se fijo con 50
ul de una solucién de TCA (acido triclo-
roacético) al 50% durante 1 hora a 4° C.
Transcurrida la hora se lavaron con agua
corriente de la llave 5 veces, se dej6 secar a
temperatura ambiente y se guardé en refrige-
racion. En la(s) placa experimental se afiadi6
100 ul de la(s) dilucién(s) de la(s) sustancia a
probar y se incubé durante 48 horas.

Dia4: Laplacaexperimental se fijé con 50 ul de una
solucion de TCA al 50% y se procedid igual
que en la placa cero.

Dia5: Las placas cero y experimental se tifieron con
100 ul de una solucién de sulforrodamina B
al 0,4% en acido acético al 1% durante 30 min.
Se lavaron con una solucién al 1% de acido
acético 5veces y se dejaron secar a tempera-
tura ambiente.

Dia6: Se adicioné 100 ul de TRIS base (pH 10) y se
agitdé. Se midio la densidad 6ptica a 515 nm
en un lector de placas. Y con los datos de
densidad Optica se calcularon % de inhibicion
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y/0 IC50 con respecto al control. Para
determinar el % de inhibicién se aplicaron las
siguientes férmulas segun fue el caso.

100x (T-To)/ (C-To)cuando Tesigualo>aTo 6
100x (T-To)/TocuandoTes<aTo
C= Densidad 6ptica del control

T=Densidad 6ptica del tratamiento. To= Densidad
Optica de la placa cero.

Evaluacion de la actividad antimitotica en el
modelo de ciclo celular de Allium cepa segun De la
Torre (13). Para ello se cogieron los bulbos
seleccionados, con raices de 2 a 3cm de longitud, los
cuales fueron mantenidos en agua aireada
constantemente y en oscuridad a 20° C (+-0,5° C);
durante el lapso de 2, 4, 6 horas y fueron sumergidos
en varias concentraciones de los extractos para
evaluar el indice mitético y el indice de fases (profase,
metafase, anafase y telofase) de la poblacion
meristematica.

Evaluacion de la actividad antiviral (14-16):

La actividad inhibitoria sobre la TR VIH-1 se
realizé mediante el kit Lenti-RT (Cavidi-Tech),
método propuesto por Shao et al (1997). Dicho
ensayo es inmunolégico-colorimétrico, que consistio
en determinar la incorporacion de bromo-
desoxiuridina (BrdUtp) a un molde de poliadenina
(PolyA) cuya reaccion fue catalizada por la adicién
de unatranscriptasa reversa recombinante de VIH-
1, asi como una secuencia iniciadora o primer. La
bromodesoxiuridina unida al molde fue reconocida
por un anticuerpo monoclonal conjugado a fosfatasa
alcalina. La adicion del paranitrofenilfosfato
ocasiond que la fosfatasa hidrolizara el grupo fosfato
a paranitrofenil, provocando una reaccion colorida
gue se ley6 a 405 nm.

RESULTADOS

Se observo para el extracto metandlico de las
hojas de Satipo un buen efecto citotoxico en el
bioensayo en Artemia salina con una CL50
(concentracién letal media) = 70,5 ppm, con un limite
superior e inferior al 95% de 136,50ppm y de 36,4
ppm de acuerdo al método de Probits, observandose
una inhibicién sobre lineas celulares tumorales
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U251, PC-3, HCT15, MCF7 y K562 de 109,42%,
95,67%, 96,16%, 102,68% Yy 95,69% respectivamente,
con una p< 0,01. En la evaluacion antimitética en
cebolla, al cabo de 6 horas de tratamiento el indice

mitotico de las células meristematicas decrecié de
un IM= 13 del control a un IM = 1,0 a la concen-
tracion de 0,5% a 25° C (Figura 1).

Efecto citotéxico de corteza y hojas de
Calophylum brasiliense de las zonas de
Pucallpa y Satipo - Perl
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Figura 1. Actividad antitumoral de Calophyllum brasiliense

La actividad antiviral sobre la Transcriptasa
Reversa (RT) del VIH-1, realizada con el Kit Lenti
RT (Cavidi Tech), presentd una CL50 de 70,2905 ug/
ml con un limite superior e inferior al 95% de
138,89ug/ml y 35,5707ug/ml. Asimismo en el
extracto se observoé la presencia de alcaloides,
cumarinas, lactonas, triterpenos, entre otros,
habiéndose aislado tres compuestos: de las
fracciones 5y 16 dos compuestos CBHS5, CbHS16

y de lafraccién 52 se obtuvo el compuesto cristalino
CbHS525354 de punto de fusion = 286° C; ademas
de alcaloides, compuestos fenélicos, flavonoides,
entre otros. Los estudios de elucidacién estructural
por RMNH1, RMNC13 y Espectro de Masas de
los componentes mayoritarios han demostrado
la presencia de Betulina, agente antiinflamatorio
y del Acido Betulinico, agente antitumoral y anti
VIH (Figura 2).

Evaluacion comparativa de la actividadantiviral de corteza y hojas de
Calophylum brasiliense de las zonas de
Satipo y Pucallpa, Peru
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Figura 2. Actividad anti VIH de Calophyllum brasiliense
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DISCUSION

Segun Tan GT, Pezzuto JM y Kinghorn AD (17)
para considerar los extractos activos contra el VIH-
1, éstos deben presentar un porcentaje de inhibicidon
>70% y con base en este criterio la especie analizada
cumplié con este requisito, a diferencia de los
resultados obtenidos para los extractos de hojas
(65,45%) y corteza obtenida de la zona de Pucallpa,
los cuales presentaron ligeras variaciones tal y como
se observaen los resultados, mencionédndose que la
existencia de diferencias quimicas en poblaciones
de la misma especie es interesante desde el punto de
vista farmacolégico como se ha observado en la
presente investigacion.

De acuerdo a lo sefialado por Kusumoto (18) y
Cordell (9) la seleccion de los extractos crudos de la
planta en investigacion, tiene el potencial de ser mas
acertada en sus pasos iniciales, que la investigacion
de los compuestos puros aislados de productos
naturales; considerando que la actividad de una
droga no va a ser exactamente igual que la de su
principio activo aislado y que los efectos de ciertas
drogas o extractos se deben a la coexistencia de
varios de sus constituyentes quimicos que en
conjunto son responsables de su actividad,
sugiriéndose que los extractos acuoso, alcohoélico e
hidroalcohdlico de las plantas utilizadas en
medicina tradicional son fuentes potenciales de
agentes antivirales y antitumorales como lo
menciona Chung (19).

Por ello creemos que los compuestos
mayoritarios Betulina y Acido Betulinico podrian
estar implicados en la accion farmacolégica
antitumoral, antiinflamatoria y antiviral. Podemos
concluir que el extracto de Calophylum brasiliense de
lazona de Satipo presenta un buen efecto citotoxico,
antitumoral, antimitético y antiviral sobre el virus
del SIDA, siendo indispensable proseguir con las
pruebas farmacoldgicas pertinentes para garantizar
la eficacia farmacoldgica preclinica y clinica en el
sentido de utilizarlo como criterio de calidad en la
terapia clinica.
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