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RESUMEN

Se evalud la actividad antitumoral y antiviral de los extrac-
tos al 10% p/v de hojas y corteza de Calophylum brasiliense
Cambess de Satipo y Pucallpa. Se utilizaron técnicas del
CYTED, Skehan y Simmons. En Artemia salina la CL50
fue 70.5 ppm, con un limite superior e inferior al 95% de
136.50ppm y de 36.4ppm por Probits, asimismo se
observé una inhibicién sobre lineas celulares tumora-
les: U251 (Cancer del SNC), PC-3(Cancer de Préstata),
HCT15 (Cancer de Colon), MCF7(Céancer 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 la evaluacion antimitotica en cebolla, al cabo de 6
horas el IM de las células meristematicas decreci6é de 13 a
1.0 a la concentracién de 0.5% a 252C. La actividad antivi-
ral sobre la Transcriptasa Reversa (RT) del HIV-1, realizada
con el Kit Lenti RT, presenté una CL50 de 70.2905 ug/ml
(limites al 95%:138.89ug/ml-35.5707ug/ml). Se detecto:
alcaloides, cumarinas, lactonas, triterpenos pentaciclicos,
habiéndose aislado tres compuestos CBHS5, CbHS16,
CbHS525354, realizandose la elucidacién estructural de
los dos componentes mayoritarios por RMNH1, RMNC13
y 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 Betulina y el Acido betulinico podrian estar implicados
en la accién farmacoldgica del extracto de hojas de Sati-
po, que presentd un buen efecto antitumoral y antiviral de
72.05% sobre la RT, frente a Nevirapine utilizado en la
terapia de pacientes con SIDA, que presentd 71.59%.
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ABSTRACT

We evaluated the antitumoral and antiviral activity of ex-
tracts at 10% (w/v) of leaves and bark of Calophyllum brasi-
liense Cambess of Satipo and Pucallpa .

METHODS: CYTED, Skehan and Simmons techniques
were used.

RESULTS: In Artemia salina the LC50 was at 70, 5 ppm,
with 95% superior and inferior limits of 136.50ppm and
36.4ppm with Probits. An inhibition on tumoral cell lines:
U251 (CNS Cancer), PC-3 (Prostate Cancer), HCT15 (Co-
lon cancer), MCF7(Breast cancer) and K562 (Lymphoid
tissue cancer) of 109,42%, 95,67%, 96,16%, 102,68% and
95,69% respectively, with p< 0,01 was observed. In the
antimitotic evaluation using Allium cepa, after 6 hours the
MI of meristematic cells decreased from 13 to 1,0 at a con-
centration of 0,5% at 252C. The antiviral activity on Re-
verse Transcriptase (RT) of the HIV-1, performed with the
Lenti RT Kit, presented a LC50 of 70,2905 ug/ml (limit of
95%:138.89ug/ml-35.5707ug/ml). We detected: alkaloids,
coumarins, lactones, pentacyclic compounds, triterpens,
and three compounds were isolated CBHS5, CbHSI16,
CbHS525354. Structural elucidation of the major compo-
nents were characterized by RMNHI1, RMNC13 and Mass
Spectrometry and were Betulin, that has an antiinflam-
matory effect and betulinic acid, that has antitumoral and
anti-HIV effects.
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DISCUSSION: Betulin and betulinic acid could be implied
in the pharmacologic action of the leaves extracts of Sati-
po, that presented a good antitumoral and antiviral activity
of 72,05% on RT, as opposed to Nevirapine used in the the-
rapy of patients with AIDS, that presented 71.59%activity.
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INTRODUCCION

La basqueda de nuevos agentes terapéuticos sintéticos y
de origen natural para combatir una serie de enfermedades
como Céncer y SIDA se ha convertido en una preocupacién
que deriva en un esfuerzo emprendido por instituciones
universitarias, compafifas farmacéuticas a nivel mundial,
etc. Las plantas son una fuente importante en la bisqueda de
farmacos para el tratamiento de una serie de enfermedades.
Por ello es necesario desarrollar ventajas competitivas en la
industrializacién de productos naturales a través de alianzas
entre las universidades, empresas, gobiernos e instituciones
nacionales y extranjeras y emprender esfuerzos para lograr
avances en la Investigacién + Desarrollo a fin de detectar
posibilidades de aplicarse con éxito a nivel comercial
y cubrir nuevas demandas del mercado local, nacional
e internacional con especies promisorias que atiendan
las diferentes patologfas, generando conocimiento del
més alto nivel y dando lugar a una produccién interna
eficiente y competitiva, asi como solucién técnica a los
problemas que pudieran suscitarse, en cualquier campo de
la salud, de la alimentacién y de la educacién tecnoldgica,
generando invenciones que pueden dar lugar a un producto
o un procedimiento que cumplan con los requisitos de : a)
Novedad, b) Nivel inventivo y ¢) aplicabilidad industrial.

Los métodos de cultivos de células y tejidos in Vitro, se
emplean cada vez con mayor frecuencia en el estudio de
compuestos, teniendo en cuenta el cédigo de ética animal y
con la finalidad de evaluar mecanismos de accion, aunque
su valor es limitado.

Desde que se identificé el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) como el agente causal del SIDA (1,2), la
bisqueda de tratamientos efectivos en la prevencién y
desarrollo de esta enfermedad han sido el principal objeto de
estudio. Los productos naturales también han contribuido
al descubrimiento de agentes anti-VIH-1 (3), mediante
sondeos o screenings masivos biodirigidos. Como resultado
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de dichos estudios, a la fecha se han logrado identificar
mas de 60 productos naturales anti-VIH (4) que no so6lo
proporcionan entidades quimicas potencialmente ttiles
en el tratamiento del SIDA, sino que adem4s constituyen
moldes para el disefio de nuevos farmacos. A principios de
1997 y segun datos del programa HIV/AIDS de Naciones
Unidas, la cifra de personas afectadas en el Mundo por el
Virus de Inmunodeficiencia humana o VIH era de 21.8
millones (de las cuales, 21 millones eran adultos y 830 000
eran nifios). El VIH pertenece al grupo de los lentivirus
o retrovirus citopaticos no transformantes y hasta el
momento se han aislado dos subtipos capaces de provocar
la enfermedad: VIH-1 y VIH-2. El VIH-2 est4 limitado
fundamentalmente a Africa occidental y causa una minima
proporcién de los casos de SIDA, por el contrario, el VIH-1
se encuentra diseminado mundialmente y es el agente causal
de la mayorfa 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 infeccién, pero pueden disminuir la viremia y retrasar
la depresién inmunitaria, para convertir la infeccién por
VIH en una enfermedad crénica controlada para lo cual
el tratamiento deberfa ser potente e iniciarse de forma
precoz. La transcriptasa inversa o retrotranscriptasa es una
enzima exclusiva de los retrovirus, por lo que su inhibicién
afecta solo el ciclo evolutivo del VIH y no al de la célula
hospedera. Béasicamente pueden diferenciarse dos grupos
de medicamentos antirretroviricos segin 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 evaluacién in vitro de pro-
ductos naturales con actividad biolégica han cambiado con
el paso de los afios, un desarrollo reciente es la investigacién
altamente automatizada de las pruebas bioldgicas basadas
en métodos colorimétricos que cuantifican la proliferacién
de los cultivos celulares (5, 6).

Estas técnicas son consideradas rdpidas y baratas para la
evaluacién antitumoral (7) y antiviral (8) de una gran
cantidad de extractos de productos naturales, estos méto-
dos permiten facilmente dirigir el aislamiento y purificacién
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 pro-
tefnas involucradas en la adhesién y fusién del virus (11).
La TR es una enzima esencial en la replicacién del VIH, ya
que transcribe el material genético del virus constituido por
una cadena sencilla de RNA en una cadena doble de DNA

(12). El Nevirapine es conocido como Viramune, se presen-



ta en comprimidos de 200 mg, la dosis usuall es 200 mg/dia
y es administrada por via oral, es un inhibidor especifico y
no competitivo de la transcriptasa inversa del 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 alcan-
za concentraciones plasmaticas maximas al cabo de 2-4 ho-
ras, con una semivida de 45h. Se metaboliza en 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 erupcién cutdnea intensa como es
el sindrome de Stevens-Johnson, siendo grave en algunos
casos, presentando adem4s estomatitis ulcerativa, cefalea,
nauseas, vomitos, diarrea, somnolencia, fiebre, etc.

El cancer es un conjunto de enfermedades en que las célu-
las dafiadas genéticamente proliferan de forma auténoma.
Estas células no pueden responder a los mecanismos regu-
ladores normales para asegurar la cooperacién intercelular
que se requiere en los organismos multicelulares. Por consi-
guiente, 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 produ-
cen la muerte. Por el contrario los tumores malignos suelen
ser fatales debido a que pueden experimentar metéstasis
(en la 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. 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 4rboles tropicales. La mayoria(179) se
encuentran en el viejo mundo en especial en la zona Indo-
Malasia con extensién hacia las islas Madagascar y Fuji. Se
estima que solo 8 especies se distribuyen en el continente
americano, desde México hasta las antillas y Centro Amé-
rica, Venezuela, Colombia, Perd, Bolivia, Brasil y las Guya-
nas. Este género se encuentra basicamente restringido a sel-
vas hiimedas, 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 cito-
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toxica, actividad antiviral VIH vy antibacteriana por lo que
estas moléculas también son candidatos potenciales para su
evaluaciéon como farmacos antineoplsicos y antibacteria-
nos, ademés de constituir moldes para el disefio de nuevos
farmacos, atribuyéndose dicha actividad citotéxica a que
actian como bloqueadores del ciclo celular en Ia fase G2/M.
Los mecanismos de accién 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.

METODOS

Las muestras de hojas y corteza de Calophyllum brasiliense
de la zona de Satipo fueron proporcionadas por el Instituto
de Investigaciones Farmacéuticas Illary y la de Pucallpa por
Pebani-Inversiones S.A, identificAndose taxonémicamente;
posteriormente fueron estabilizadas y se sometieron a una
maceracién a temperatura ambiente con Metanol Q.P a
una concentracién al 10% p/v por una semana, luego se
filtraron y los extractos fueron concentrados al vacio en un
rotavapor hasta la total eliminacién del solvente, obtenién-
dose un residuo seco. El screening fitoquimico preliminar
se realiz6 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 mé-
todos convencionales de cromatograffa en columna obte-
niéndose: CbHS5, CbHS16 y CbHS525354. Los espectros
de Resonancia Magnético Nuclear Proténica (RMNHI
) y los espectros de carbono (RMN13 C) se obtuvieron
en el Instituto de Quimica de la UNAM (MEXICO) y en
el Departamento de Farmacia de la USAL (Espafa), utili-
zando un espectrofotémetro NICOLET Impact 410 en KBr
al 1% 6 en pelicula, expresando los valores de omax cm-'.
Asimismo los espectros de RMN 'H se registraron en un
espectrémetro BRUKER AC-200 (200 MHz), utilizando
TMS como referencia interna. Los valores de desplaza-
miento quimico (0) se expresan en ppm y los de las cons-
tantes de acoplamiento (J) en Hz. Los espectros RMN 13C, se
registraron en un espectrémetro BRUKER AC-200 (50,3
MHz), utilizando TMS como referencia interna. Los valo-
res de desplazamiento quimico () se expresan en ppm. Los
espectros de Masas se realizaron en un cromatégrafo de Ga-
ses acoplado con un Espectrémetro de Masas HEWLETT
PACKARD 5890 series II, con potencial de ionizacién de
70 eV. Los resultados se expresan como relacién m/z, se
utilizé una columna SPB-1 de dimetilsilicona de 12 metros
de longitud, 0,2 mm de didmetro interno, con un espesor
de pared de 0,33 O m, siendo las condiciones de experi-
mentacién las siguientes: una vez inyectada la muestra, el
detector se mantuvo a 1002C durante 5 minutos y después
se programd un gradiente de 52C/minuto hasta alcanzar la
temperatura maxima de 3002C, temperatura a la cual se
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mantuvo durante 10 minutos. Se utilizé la Librerfa : Base

de datos Wiley 275.

Evaluacion de la actividad citotéxica en Artemia salina
segun Anderson, Meyer, Thompson (13). 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 filtr6. Se colocaron
aproximadamente 50 mg de huevos de Artemia salina en
un Erlemeyer con 350 ml de agua de mar. Se les colocé
en un lugar con luz artificial o natural y con una bomba
de oxigeno con burbujeo lento. Dia 2: Se transfirieron la
mayor cantidad de nauplios vivos a un Erlemeyer con agua
fresca. Se pesaron 20 mg de Calophylum brasiliense. Dia 3:
Se disolvieron 20 mg de la muestra en 2 ml de disolvente,
0.5 ml de DMSO y 1.5 ml de agua destilada (lo que hizo
un total de 2 mL). A partir de esta solucién, se prepararon
diluciones de 1000, 100 y 10 ppm transfiriendo a cada vial
500, 50, y 5 ul respectivamente. Siendo 3 viales por cada
concentracién (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 agregd agua
de mar hasta completar 5 mL por vial. A cada vial se le
agregd ademds, una gota de suspensién de levadura (3 mg
de levadura seca se disuelven en 5 mL de agua de mar como
alimento). Dia 4: Después de 24 horas, se conté y anoté el
ntmero de sobrevivientes en cada dilucién. Se analizaron
los datos con el programa de computadora Finney (DOS)
para determinar valores CL50.

Evaluacion de la actividad citotéxica de sustancias sobre
la proliferacién de células cancerosas de humano segtn el
Método de la Sulforodamina B(14).

Se utilizaron los extractos metandlicos de las hojas y cor-
teza 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 leyé en un lector
de ELISA a 515 nm (Fig 2). Se utiliz6 como controles po-
sitivos 5-Fluororacilo y adriamicina. Todos los compuestos
fueron disueltos en DMSQO, a una concentracién 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 préstata), K562 (Leucemia megaloblistica,
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.
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Se inocularon dos placas con 100 ul de la solucién ante-
rior de células (5 x 10%4 células/ml). Se incubaron 372C en

4.5% de CO2.

Dia 2: A las 24 horas se afiadié 100 ul de medio a la placa
denominada placa cero y después se fijaron con 50 ul de una
solucién de TCA (4cido tricloroacético) al 50% durante
1 hora a 4°C . Transcurrida la hora se lavaron con agua
corriente de la llave 5 veces, se dejé secar a temperatura
ambiente y se guardé en refrigeracién. En la(s) placa
experimental se afiadié 100 ul de la(s) dilucién(s) de la(s)
substancia a probar y se incubé durante 48 horas.

Dia 4: La placa experimental se fij6 con 50 ul de una so-
lucién de TCA al 50% y  se procedi6 igual que en la placa
cero.

Dia 5: Las placas cero y experimental se tifieron con
100 ul de una solucién de sulforrodamina B al 0.4% en
dcido acético al 1% durante 30 min. Se lavaron con una
solucién al 1% de 4cido acético 5 veces y se dejaron secar
a temperatura ambiente.

Dia 6: Se adicionaron 100 ul de TRIS base (pH 10) y se
agit6. Se midi6 la densidad éptica a 515 nm en un lector
de placas. Y con los datos de densidad éptica se calcula-
ron % de inhibicién y/o IC50 con respecto al control. Para
determinar el % de inhibicién se aplicaron las siguientes
formulas segin fue el caso.

100 x (T —To)/ (C- To) cuando T es igual o > a To

6 100x (T —To)/To cuando Tes < aTo
C = Densidad 6ptica del control
T = Densidad 6ptica del tratamiento
To = Densidad 6ptica de la placa cero

Evaluacion de la actividad antimitética en el modelo de
ciclo celular de Allium cepa segtin De la Torre (13)

Para ello se cogieron los bulbos seleccionados, con raices
de 2 a 3 cm 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 sumergi-
dos en varias concentraciones de los extractos para evaluar
el indice mitético y el indice de fases (profase, metafase,
anafase y telofase) de la poblacién meristematica.

Evaluacion de la actividad antiviral (15,16):

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 inmunoldgico-



colorimétrico. Que consisti6 en determinar la incorporacién
de bromodesoxiuridina (BrdUtp) a un molde de poliadenina
(PolyA) cuya reaccién fue catalizada por la adicién de una
transcriptasa reversa recombinante de VIH-1, asf como
una secuencia iniciadora o primer. La bromodesoxiuridina
unida al molde fue reconocida por un anticuerpo
monoclonal conjugado a fosfatasa alcalina. La adicién del
paranitrofenilfosfato ocasioné que la fosfatasa hidrolizara
el grupo fosfato a paranitrofenil, provocando una reaccién
colorida que se ley6 a 405 nm.

RESULTADOS

Se observé para el extracto metandlico de las hojas de Satipo
un buen efecto citotdxico 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 36.4ppm de acuerdo al método de Probits, observindose
una inhibicién sobre lineas celulares tumorales U251, PC-
3, HCT15, MCF7 y K562 de 109.42%, 95.67%, 96.16%,
102.68% y 95.69% respectivamente con una p< 0,01. En
la evaluacién antimitética en cebolla, al cabo de 6 horas de
tratamiento el indice mitético de las células meristematicas
decrecié de un IM= 13 del controlaun IM = 1.0 a la
concentracién de 0.5% a 252C.. La actividad antiviral sobre
la Transcriptasa Reversa (RT) del HIV-1, realizada con el
Kit Lenti RT (Cavidi Tech), presenté una CL50 de 70.2905
ug/ml con un limite superior e inferior al 95% de 138.89ug/
mly 35.5707ug/ml Asimismo en el extracto se observé la
presencia de: alcaloides, cumarinas, lactonas, triterpenos,
entre otros, habiéndose aislado tres compuestos: de las
fracciones 5 y 16 dos compuestos CBHS5, CbHS16 y de Ia
fraccién 52 se obtuvo el compuesto cristalino CbHS525354
de punto de fusién = 2862C ; ademéis de alcaloides,
compuestos fendlicos, flavonoides, entre otros. Los estudios
de elucidacién estructural por RMNHI1, RMNCI13 vy
Espectro de Masas de los componentes mayoritarios han
demostradolapresenciade Betulina, agente antiinflamatorio
y del Acido Betulinico, agente antitumoral y anti- VIH.

Al anilisis cromtogréfico utilizando Sephadex LH-20y elu-
yéndose con mezclas de hexano/AcOEt, se separaron 200
fracciones. Las fracciones 52-54 se reunieron y se croma-
tografiaron de nuevo sobre una placa de capa fina prepa-
rativa (hexano/AcOEt 8:2) aislandose una mezcla de dos
sustancias: una de ellas mayoritaria que se identificé como
Betulina, y la otra minoritaria como Acido betulinico, de
acuerdo con los an4lisis cromatogréficos y espectroscdpicos
que se muestran a continuacion:

Analisis CG-MS
En la cromatograffa de gases (Figura 1), se detecté un
componente principal que aparecia a 47,53 min y cuyo es-
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Grafico N° 1: Actividad antitumoral de
Calophyllum brasiliense
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Grafico N° 2: Actividad anti-VIH de Calophyllum brasiliense
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pectro de masas esté registrado en la parte inferior de la
figura 1. Aparecen otros compuestos muy minoritarios que
no se investigaron.

La bdsqueda automatizada en la libreria de espectros de
masas (Wiley 275) identific6 el compuesto como Betulina
(betulol, betulinol), con una fiabilidad del 95% (se con-
sidera la identificacién correcta), como puede apreciarse,
salvando algunos cambios en las proporciones, son funda-
mentalmente iguales (Figura 2).

Acido betulinico

Betulina

Espectro de Infrarrojo (IR)

En la Figura 3 se muestra el espectro de infrarrojo de la mues-
tra que nos indica la presencia de absorciones correspondientes
a grupo carboxilo (1687 cm™) o carbonilo, lo que hace pensar
en la presencia de algin otro componente importante en la
muestra que la betulina no lo tiene.

Espectros de RMN

RMN de "H (Figura 4)

Las dos parejas de sefales agrupadas hacia 4,6 ppm, de gru-
pos olefinicos (=CH,), indicaron la existencia de dos com-
puestos similares en proporcién 2:1 aproximadamente. Las
sefiales de la ampliacion, son debidas a la presencia de fun-
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ciones alcohélicas: Los dobletes a 3,8 y 3,3 ppm son de un
grupo CH,OH. Las cuatro senales centradas hacia 3,2 ppm

son de un grupo CHOH de la misma molécula. Figura 2

Libreria Willey 275

El multiplete hacia 3,0 ppm también se asocié a un grupo
CHOH, pero del otro componente minorirtario. El modelo
de sefiales en la regién < 1 ppm y la que aparece hacia 1,6
ppm se asocian con el esqueleto de un triterpeno.

RMN de "3C (Figura 5)

El espectro de RMN de “C no es bueno por la escasez
de la muestra. Permitié distinguir las sefiales asociadas
a la olefina (105 y 109 ppm), al hidroxilo (79 ppm) y los
numerosos metilos y metilenos de los triterpenoides. Asi
mismo se observé la sefial hacia 180 ppm, caracteristica de
grupo carboxilo.

Con todas estas informaciones y después de realizar una
btsqueda bibliografica-espectral orientada se determind
que la muestra contenfa betulina y 4cido betulinico.

Figura 3
Espectro de IR (KBr)

DISCUSION

Segtin Tan, G. T y col (17), para considerar los extractos
activos contra el VIH-1, estos deben presentar un porcentaje

de inhibicién > 70% y con base a este criterio, la especie =l - g ks
analizada cumplié con este requisito, a diferencia de los [* = '

resultados obtenidos para los extractos de hojas (65.45%) - { 1

y corteza obtenida de la zona de Pucallpa los cuales . L

presentaron ligeras variaciones tal y como se observa en los |

resultados, mencionandose que la existencia de diferencias | | -

quimicas en poblaciones de la misma especie, es interesante | “z., = - - = s
desde el punto de vista farmacolégico como se ha observado il B

en la presente investigacién y de acuerdo a lo mencionado
por Kusumoto (18), la seleccién de los extractos crudos

de la planta en investigacién, tiene el potencial de ser Figura 4

Espectro de TH RMN (CDCl3)

Figura 1
Espectro de CG/MS
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Figura 5
Espectro de 13C RMN (CDCl3)
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mas acertada en sus pasos iniciales, que la investigacién
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
su conjunto son responsables de su actividad, sugiriéndose
que los extractos: acuoso , alcohdlico e hidroalcohdlico de
las plantas utilizadas en Medicina Tradicional son fuentes
potenciales de agentes antivirales y antitumorales (19). Por
ello creemos que los compuestos mayoritarios Betulina
y Acido Betulinico podrfan estar implicados en la accién
farmacoldgica antitumoral, antiinflamatoria vy antiviral.
Por ello podemos concluir que el extracto de Calophylum
brasiliense de la zona de Satipo presenta un buen efecto
citotéxico, 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.

Dra. Lucy Ibdfiez Vdsquex
Facultad de Medicina Humana de la USMP
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