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RESUMEN

RESUMEN

La familia Clusiaceae es un grupo taxondmico del cual se ha aislado una gran variedad de
metabolitos secundarios con actividades biolégicas importantes, particularmente de los géneros
Calophyllum y Garcinia, en los que se ha reportado la presencia de metabolitos con potencial
farmacéutico y agricola. En la flora de la Peninsula de Yucatén se reporta la existencia de seis
especies vegetales pertenecientes a la familia Clusiaceae, incluyendo C. brasiliense Cambess y
G. intermedia (Pittier) Hammel, las cuales no han sido suficientemente estudiadas en cuanto a
su produccién de metabolitos bioactivos. Recientemente, como parte de un proyecto dirigido al
estudio de especies pertenecientes a la familia Clusiaceae como fuente de nuevos productos con
aplicacién en las &reas de farmacia o agricultura, un estudio fitoquimico preliminar de G.
intermedia detectdé la presencia de componentes con actividad antioxidante en fracciones
semipurificadas del extracto de corteza. Por otra parte, y aun cuando el estudio fitoquimico inicial
de C. brasiliense asistido por desduplicacién resulté en la identificacion de diferentes xantonas,
se observaron diferencias significativas en los perfiles cromatograficos de las fracciones
semipurificadas obtenidas de extractos de corteza de individuos pertenecientes a dos localidades
diferentes (Mérida y Calakmul), sugiriendo la existencia de dos quimiotipos de C. brasiliense en
la peninsula de Yucatan. Con base en lo anterior, en este trabajo se utilizé la desduplicacién por
B3C-NMR como herramienta para identificar MS presentes en las fracciones semipurificadas de
G. intermedia y de C. brasiliense y se analizaron los perfiles cromatograficos (TLC y HPLC) de
extractos foliares de dos individuos de C. brasiliense con el fin de establecer la relacion
quimiotaxondmica entre los individuos. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de
aristofenonas, escualeno y fitoesteroles como pg-sitosterol y estigmasterol, ademéas de la
identificacion de fracciones ricas en metabolitos de tipo xantona y PPAPS en G. intermedia. De
la misma forma, los estudios de desduplicaciéon por **C-RMN de fracciones semipurificadas del
individuo de C. brasiliense colectado en Calakmul permitieron detectar la presencia de calanélido
E, acido isoapetdlico, a-amirina, y los fitoesteroles previamente mencionados. Por ultimo, los
resultados de los andlisis cromatograficos de extractos y fracciones semipurificadas de individuos
de C. brasiliense colectados en las dos poblaciones existentes en Yucatan no mostraron
diferencias significativas entre los perfiles cromatograficos de los extractos y fracciones

semipurificadas de corteza de las dos localidades, pero si en los perfiles de los extractos foliares.
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ABSTRACT

The Clusiaceae family is a taxonomic group from which a wide variety of bioactive secondary
metabolites have been isolated, particularly from the Calophyllum and Garcinia genera, the
presence of metabolites with pharmaceutical and agricultural potential has been reported. In the
flora of the Yucatan Peninsula there are six species belonging to the Clusiaceae family, including
C. brasiliense Cambess and G. intermedia (Pittier) Hammel, which have not been sufficiently
studied in terms of their production of bioactive metabolites. Recently, as part of a project aimed
at studying species belonging to the Clusiaceae family as a source of new products with
application in pharmacy or agriculture, a preliminary phytochemical study of G. intermedia
detected the presence of components with antioxidant activity in semi-purified fractions from the
bark extract. On the other hand, and even when the initial phytochemical study of C. brasiliense
assisted by dereplication resulted in the identification of different xanthones, significant
differences were observed in the chromatographic profiles of the semi-purified fractions obtained
from bark extracts from individuals belonging to two different localities, Mérida and Calakmul,
suggesting the existence of two chemotypes of C. brasiliense in the Yucatan peninsula. In this
investigation, *3C-NMR dereplication was used to identify SM present in the semi-purified fractions
of G. intermedia and C. brasiliense; additionally, chromatographic profiles (TLC and HPLC) of
foliar extracts of two individuals of C. brasiliense were compared to determine the
chemotaxonomic relationship between the individuals. The results obtained showed the presence
of aristophenones, together with the terpenoids squalene, B-sitosterol and stigmasterol, as well
as several fractions rich in novel xanthone-type metabolites and PPAPS, in G. intermedia.
Similarly, 3C-NMR dereplication of the semi-purified fractions of C. brasiliense collected in
Calakmul allowed to detect the presence of calanolide E, isoapetalic acid, a-amyrin, and the
previously mentioned phytosterols. Finally, the results of the chromatographic analyses of
extracts and semi-purified fractions of individuals of C. brasiliense collected in the two existing
populations in Yucatan did not show significant differences between the chromatographic profiles
of the bark extracts and semi-purified bark fractions from the two collection sites, the profiles of

the foliar extracts did show some differences.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, el ser humano se ha valido de los recursos naturales para satisfacer
sus necesidades de alimentacién, refugio y salud. Las plantas, al ser el recurso mas disponible,
han jugado un papel fundamental en el desarrollo de la civilizacion, ya que desde el momento
mismo en el que aparecieron los primeros problemas de salud, surgié la necesidad de buscar
soluciones (Karpuz et al., 2020), dando lugar al desarrollo y el establecimiento de la medicina

tradicional.

Se ha demostrado que la efectividad de la mayoria de los remedios tradicionales basados en el
uso de plantas se debe a la presencia de pequefias moléculas organicas, responsables de la
actividad biolégica, conocidas actualmente como metabolitos secundarios (MS); los MS no estan
implicados en las funciones vitales del organismo, como la reproduccion y el crecimiento, pero si
son reconocidos por su importante contribucién a la supervivencia de las plantas, ya que
participan en los procesos de adaptacion del organismo a su ambiente, promueven el
establecimiento de relaciones simbidticas beneficiosas, actian como atrayentes de polinizadores
y dispersores de frutos y semillas y juegan un papel clave en los mecanismos de defensa de las

plantas contra depredadores y los rayos UV (Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

El interés por el estudio de los MS deriva, en parte, del hecho de que la mayoria de estos
productos poseen algun tipo de actividad biol6gica, siendo las mas atractivas la actividad
antibacteriana, la antiviral, la antifingica, la antiparasitaria, la antioxidante y la anticancerigena,
entre otras (Newman y Cragg, 2016; Pérez-Alonso y Jiménez, 2011). Adicionalmente, el estudio
de los MS es de particular interés debido a que se han observado patrones de distribucion dentro
de grupos taxondémicos cercanos, lo que ha dado lugar al desarrollo de investigaciones en
biologia evolutiva para encontrar relaciones entre los diferentes organismos que sintetizan estos
productos y entre los organismos y su ambiente, con la finalidad de entender el equilibrio
ecologico de un ecosistema y las relaciones evolutivas entre los organismos y su produccién de
MS (Almaraz-Abarca et al., 2006).

El potencial de los productos naturales de origen vegetal en las industrias alimenticia, cosmética,
agricola y farmacéutica estd ampliamente documentado en la literatura, reportdndose que, en un
periodo de cuatro afios, se desarrollaron 26 nuevos farmacos que son usados para el tratamiento
de diversas enfermedades y padecimientos (Lam, 2007). Los MS deben su efectividad como

farmacos al hecho de que son creados y desarrollados en un sistema bioldgico por lo cual son
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afines a proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos, siendo este uno de los requisitos
fundamentales para cualquier medicamento, ademas de tener las dimensiones moleculares
adecuadas para sortear las barreras bioldgicas y llegar a las células y 6rganos donde van a
actuar (Jiménez, 2013). Estas caracteristicas le confieren a los MS una ventaja al ser usados
como cabeza de serie 0 punto de partida para el desarrollo de nuevos medicamentos que

permitan mejorar la calidad de vida de la poblacion.

Los MS también han demostrado su utilidad en la industria agricola, al ser una alternativa
prometedora a los pesticidas convencionales usados para el control de agentes fitopatégenos.
En el mundo hay méas de mil pesticidas con efectos toxicoldgicos variados que causan dafios
importantes en el medio ambiente y a las personas (WHO, 2018). Frente a estos problemas, los
biopesticidas o los pesticidas verdes, preparados a base de microorganismos vivos o de MS,
representan una alternativa importante al reducir significativamente los efectos adversos en los

ecosistemas y en la salud (Chandler et al., 2011; Gupta y Dikshit, 2010).

Actualmente, una de las familias de mayor interés comercial y farmacologico es la familia
Clusiaceae, de la que se ha reportado un importante nimero de MS con diferentes tipos de
actividad bioldgica (Gunter et al., 2020; Resende et al., 2018). Asi, los frutos de Garcinia gummi-
gutta constituyen una importante fuente de acido hidroxicitrico (HCA), un MS muy popular en los
productos comerciales para la pérdida de peso (Guillén-Enriquez et al., 2018). Asimismo,
recientemente esta familia ha llamado la atencion de la industria farmacéutica debido a que
algunas especies de sus géneros son productoras de calanélidos, inophyllums y cordatdlidos,

reconocidos por su actividad inhibitoria del VIH Tipo 1 (Garcia-Zebadua et al., 2011).

En este trabajo se describe el uso de la desduplicacién por *C-RMN para la identificacién de
metabolitos bioactivos en fracciones semipurificadas de la corteza de G. intermedia Pittier
(Hammel) y para el establecimiento de la relacion quimiotaxonémica entre individuos de
poblaciones de C. brasiliense Cambess existentes en dos regiones diferentes de la peninsula de

Yucatan.
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ANTECEDENTES
1.1 FAMILIA CLUSIACEAE

La familia Clusiaceae, también conocida como Guttiferae (Almeida-Lima y Teixeira, 2017),
comprende un vasto grupo de &rboles tropicales, arbustos y plantas herbaceas. Estd compuesta
por cerca de 50 géneros y 1,200 especies (De Melo et al., 2014); los estudios fitoquimicos
realizados en especies que pertenecen a esta familia han reportado, con mayor frecuencia, la
presencia de xantonas, cumarinas, biflavonoides y benzofenonas, ya que forman parte del

arsenal de defensa quimico de estas plantas (Acufia et al., 2009).

La familia Clusiaceae tiene un amplio rango de distribuciéon geogréfica en las zonas tropicales
del mundo. En México se han registrado ocho géneros y 24 especies (Martinez y Pérez et al.,
2015); en la Peninsula de Yucatan se encuentran registradas siete especies, incluyendo cuatro
del género Clusia (C. lundellii, C. flava, C. rosea y C. suborbicularis), una del género Calophyllum
(C. brasiliense), una del género Garcinia (G. intermedia) y una del género Mammea (M.
americana) (Herbert-Doctor et al., 2021; Trejo-Torres y Rodriguez, 2014). Algunas de estas
especies son usadas en la medicina tradicional para tratar diferentes padecimientos, por ejemplo,
C. flava se emplea para aliviar el dolor de cabeza, como medicamento carminativo y para tratar
heridas y la sifilis (Peraza-Sanchez et al., 2007); por su parte, M. americana es empleada en la
medicina tradicional como insecticida y para eliminar acaros, piojos y pulgas, también es utilizada
para suprimir la tos y para el tratamiento de reumatismo, Ulceras e indigestién (Lemus et al.,
2021).

1.1.1 Fitoquimica del género Garcinia

El género Garcinia, con mas de 200 especies, es considerado uno de los grupos mas grandes y
diversos de la familia Clusiaceae (Najib et al., 2017; Jamila et al., 2014); incluye plantas de alto
valor farmacéutico con actividades biologicas variadas, siendo las xantonas, flavonoides,
terpenos y benzofenonas los MS a los que se les atribuye el potencial terapéutico de este género
(Angami et al., 2021; Kuete et al., 2007). En varias regiones del mundo se utilizan las flores,

hojas, corteza, frutos y cadscara de Garcinia spp. para la elaboracion de remedios tradicionales
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empleados en el tratamiento de diferentes padecimientos como inflamacion, estrés oxidativo,

infecciones microbianas, cancer y obesidad (Hemshekhar et al., 2011).

El conocimiento fitoquimico de varias especies del género Garcinia incluye MS bioactivos de
interés farmacéutico como algunas xantonas y benzofenonas preniladas que han mostrado una
potente actividad citotdxica frente a diferentes lineas celulares en pruebas tanto in vitro como in
vivo (Kumar et al., 2013). Adicionalmente, se ha reportado que los extractos de G. daedalanthera
poseen actividad inhibitoria de la a-glucosidasa y actividad antioxidante y su analisis fitoquimico
describe la presencia de flavonoides, saponinas, taninos, esteroides y fenoles (Najib et al., 2017).
Asimismo, los metabolitos 2,5-dimetil nonadecano y acido heptadecanoico (Figura 1.1), aislados
del extracto de hojas, mostraron actividad quimiopreventiva significativa y de uso prometedor en
guimioterapia (Forestrania et al., 2020).

A

2,5-dimetil nonadecano

o]
\/\A/\/\/VV\)LOH

Acido heptadecanoico

Figura 1.1. MS aislados de G. daedalanthera con actividad quimioprotectiva y quimioterapedtica.

La especie mas conocida del género Garcinia es probablemente G. mangostana, cominmente
llamada mangostan. Esta especie es ampliamente utilizada en la medicina tradicional de paises
del sureste asiatico como tratamiento para el dolor abdominal, diarrea, disenteria, heridas
infectadas y Ulceras crénicas; su efectividad se debe a que esta especie es una fuente de taninos,
flavonoides y, sobretodo, de xantonas (Krisanti et al., 2021), entre las que destacan a-
mangostina, f-mangostina, y-mangostina, garcinona E, 8-desoxigartanina y gartanina (Figura
1.2), que han mostrado actividad antioxidante, antitumoral, antiinflamatoria, antialérgica,
antibacteriana, antiviral y antifingica (Pedraza-Chaverri et al., 2008). La actividad biologica de a-
mangostina es de particular interés dado que ha mostrado ser un potente antimicético, con una

eficacia similar a la de los tratamientos convencionales contra Colletotrichum gloeosporioides,
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uno de los hongos fitopatégenos que causan mas estragos en los cultivos comerciales alrededor
de todo el mundo (Ye et al., 2020).

o] OH
/O I I /
HO (6] CH

a-mangostina

B -mangostina

Garcinona E Gartanina

Figura 1.2. Xantonas aisladas del pericarpio de frutos de G. mangostana.

Otra especie muy conocida del género Garcinia es G. gummi-gutta, una planta muy apreciada
en el ambito comercial, aunque es mayormente reconocida por su sinénimo, G. cambogia. Esta
especie es de las mas populares pues sus frutos se usan en una amplia variedad de suplementos
alimenticios para la pérdida de peso, siendo el HCA (Figura 1.3), aislado de los extractos de la

cascara del fruto, el producto responsable de esta propiedad (Semwal et al., 2015).
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Figura 1.3. Acido hidroxicitrico (HCA) aislado de los frutos de G. gummi-gutta.

Actualmente se ha reportado que los extractos de la corteza de G. vieillardii y G. virgate poseen
actividad antifangica, atribuida a su inhibicion de la UPR (Unfolded Protein Response), un
mecanismo de respuesta a proteinas desplegadas necesario para mantener la virulencia de los
hongos fitopatdégenos (Silva-Castro, 2020; Bruguiére et al., 2016; Guillemette et al., 2014). Otras
especies menos conocidas del género Garcinia, pero de importancia internacional por ser
recursos comestibles o maderables, son G. forbesii, G. prainiana y G. intermedia (Patil y Appaiah,
2015).

1.1.1.1 Metabolitos secundarios bioactivos aislados de Garcinia intermedia

Garcinia intermedia es un arbol perennifolio que puede alcanzar entre 10 y 12 metros de altura;
sus frutos son comestibles, de color naranja cuando estan maduros y con un sabor acido. Se
distribuye en climas humedos y muy humedos y es nativa de México, América Central, Ecuador
y Colombia (Pittier, 1989).

Hasta ahora existen pocos estudios sobre esta especie; sin embargo, se han reportado
actividades biologicas de interés farmacéutico en extractos crudos de sus hojas y frutos. Los
extractos de G. intermedia han mostrado una potente actividad antioxidante; sus frutos contienen
carotenoides, principalmente zeaxantina, ademas de a- y B-carotenoides, luteina y ésteres de
luteina (Murillo et al., 2013). De esta especie también se han reportado benzofenonas como las
guttiferonas A y E, isoxantoquimol, xantoquimol, aristofenona y maclurina y biflavonoides como
la volkensiflavona, amentoflavona y fukugentina (Mufioz-Acufia et al., 2012; Mufioz-Acuiia,
2011). Asimismo, de los extractos de las hojas se han aislado dos productos identificados como
8-desoxigartanina y guttiferona A (Figura 1.4); a esta ultima se le atribuye actividad antiparasitaria
frente a Trypanosoma cruzi y antiviral contra el VIH (Abe et al., 2004; Gustafson et al., 1992). La
presencia de benzofenonas con actividad biolégica también se ha reportado en diferentes partes

de la planta. De la corteza y las semillas se aisl6 la benzofenona 32-hidroxi-ent-guttiferona M,
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con potente actividad antioxidante (Mufioz-Acufa et al., 2010), en tanto que en extractos del
tejido foliar se detectd la posible presencia de MS con actividad inhibitoria del crecimiento de
células de cancer de colon (Einbond et al., 2013). De la misma manera, el analisis y la evaluacion
reciente de fracciones semipurificadas obtenidas a partir de extractos de corteza de G. intermedia
colectada en Yucatdn, mostré6 una presencia importante de metabolitos con actividad
antioxidante (Silva-Castro, 2020).

32-hidroxi-ent-guttiferona

Guttif A
uttiferona M

Figura 1.4. MS bioactivos de G. intermedia.

1.1.2 Fitoquimica del género Calophyllum

El género Calophyllum incluye 187 especies de arboles distribuidas en las regiones tropicales
del mundo, de las cuales ocho estan presentes en el continente americano. La clasificacion
taxonomica de las especies de este género es compleja y ha sufrido una serie de variaciones
desde que fue descrita por primera vez. Actualmente su pertenencia a la familia Clusiaceae no
es del todo uniforme y en la literatura se le puede encontrar clasificada tanto como miembro de
la familia Clusiaceae (WFO, 2021) como de la familia Calophyllaceae (POWO, 2021).

Una gran variedad de especies pertenecientes al género Calophyllum se emplea en la medicina
popular para el tratamiento de diversas enfermedades, para lo cual se aprovechan casi todas las
partes de la planta, desde semillas, hasta hojas, frutos, raices, latex y corteza (Gupta y Gupta,
2020). De las especies pertenecientes a este género se han aislado frecuentemente xantonas,

cumarinas, biflavonoides, chalconas, benzofuranos vy triterpenos (Alkhamaiseh et al., 2011). De
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C. inophyllum se han aislado, entre otros MS, los inhophyllums A, C, Dy E, que fueron evaluados,
junto con otras cumarinas, en cuanto a su capacidad como agentes quimiopreventivos. Los
mejores resultados de las pruebas en modelos in vitro se observaron con la calocumarina A
(Itoigawa et al., 2001). Asimismo, de C. caledonicum se han reportado las caledonixantonas E y
F, dos MS tipo xantona, con actividad antifingica frente a Aspergillus fumigatus y Candida
albicans (Morel et al., 2002). En los ultimos afios este género ha sido objeto de interés cientifico
y farmacoldgico debido a que se han aislado, de individuos de C. brasiliense colectados en Asia,
MS bioactivos capaces de inhibir la replicacion del virus del VIH (Garcia-Zebadua et al., 2014).

1.1.2.1 Metabolitos secundarios bioactivos aislados de Calophyllum brasiliense

Calophyllum brasiliense es una especie que crece en bosques lluviosos tropicales; puede llegar
a medir hasta 40 m de alto y alcanzar de 1 a 3 m de diametro (Gémez-Verjan et al., 2015). Esta
especie es la Unica del género que se distribuye ampliamente en América (Reyes-Chilpa et al.,
2004; Pennington y Sarukhan, 1998; Stevens, 1980). Es empleada en la medicina tradicional
para el tratamiento del reumatismo, hemorroides, Ulceras cronicas, diarrea, diabetes y parasitos
(Mesia-Vela et al., 2001); la infusidn de la corteza es consumida por mujeres para limpiar la matriz
después del parto y el latex exudado de la corteza se aplica de manera tdpica en el ombligo de
los recién nacidos (Reyes-Chilpa et al., 2008). Su valor farmacéutico deriva del aislamiento de
triterpenos, xantonas, biflavonoides, cromanonas y cumarinas con actividades biol6gicas
importantes como antibacteriana, antifingica, antiespasmddica, analgésica, antiulcerosa,

antineoplasica y antiviral (Garcia-Zebadua et al., 2014).

Una de las razones por las cuales C. brasiliense ha ido tomando relevancia en las investigaciones
cientificas se debe a que en los extractos de sus hojas se encontraron presentes MS de tipo
calandlidos que han mostrado una actividad inhibitoria significativa contra la replicacién del virus
del VIH-1 (Garcia-Zebadua et al., 2014; Huerta-Reyes et al., 2004). Los estudios fitoquimicos de
esta especie demuestran que posee diferentes perfiles quimicos, segun la parte de la planta que
sea analizada (Figura 1.5) (Filho et al., 2009). Asi, mientras que de las raices se han aislado 1,5-
dihidroxixantona, friedelina y acido betulinico, en las flores y en los frutos los MS mayoritarios
son el acido protocatéquico y el acido galico y la epicatequina y el acido protocatéquico,
respectivamente (Isaias et al., 2004). Algunos de estos MS mostraron una potente actividad
antinociceptiva al evaluarse en pruebas de contorsion en ratones (Silva et al., 2001). Por otra

parte, de la resina del tallo se han reportado los acidos brasilénsico e isobrasilénsico y de la
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corteza se han obtenido diferentes tipos de xantonas con patrones variados de sustituciéon (Figura
1.6) (Filho et al., 2009).
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Figura 1.5. MS aislados de diferentes estructuras de la planta C. brasiliense.
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Figura 1.6. Xantonas aisladas de la corteza de C. brasiliense.
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En un estudio realizado recientemente en individuos de la Peninsula de Yucatan, se aislaron de
la corteza metabolitos secundarios tipo xantona (Figura 1.7). EI componente mayoritario fue
identificado como macluraxantona, lo cual constituye el primer reporte de la presencia de este
metabolito en C. brasiliense (Silva-Castro, 2020). La identificacion de este compuesto fue
confirmada mediante un andlisis de desduplicacion que, ademas, permitié la identificacion de

otras xantonas mono y polihidroxiladas, cromanonas y terpenoides.

O, OH
o Ry R
Rg I l Ry R, 0. 0
o Ry #
Ry Ry o] OH
R1 R2 R3
Macluraxantona 2-hidroxixantona  R1=R3=R4=Rs=H R2=0H a B a B
4-hidroxixantona R1=R2=R4=Rs=H R3=0H Acido pinetoérico CHs H H CH3s  CH2CH2CH2CHs3

Acido calafélico E H CHs CHs H CH2CH2CH3
Acido apetalico H CHs H CHs CH2CH2CHs3
Acido calafélicoD  CHs H CHs H CH2CH2CH3

Figura 1.7. Xantonas identificadas en la corteza de C. brasiliense colectada en Yucatan.

1.1.2.2 Quimiotipos de Calophyllum brasiliense

Cuando se habla de quimiotipos se hace referencia a individuos de la misma especie que
muestran diferentes fenotipos quimicos, es decir, la produccion de MS difiere de un organismo a
otro (Keefover-Ring et al.,, 2009; Hubby y Forrest, 1960), ya sea en términos cualitativos o
cuantitativos (Polatoglu, 2013). Estas diferencias se deben a factores genéticos y no son
causadas por variaciones estacionales (Holopainen et al., 1987); esto ultimo es especialmente
importante cuando se reportan diferencias cuantitativas, es decir, cuando el perfil quimico
muestra el mismo tipo de metabolitos, pero en concentraciones diferentes, dando lugar a dos
clases de quimiotipos: los quimitipos “puros”, o bien definidos, que se definen como aquellas
variedades quimicas en las que el componente principal constituye mas del 50% de la

composicion quimica, y los quimiotipos “mixtos” que contienen dos o tres componentes en altas
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concentraciones, pero menores al 50% del contenido total (Glngér y Oluk, 2021; Nguyen y
Németh, 2016; Polatoglu, 2013; Holopainen et al., 1986).

En México se ha reportado la presencia de dos quimiotipos de C. brasiliense, con diferencias
tanto en los perfiles fitoquimicos, como en la anatomia de sus hojas y en el tipo de actividad
biolégica que muestran, reconociéndose al quimiotipo 1 (CT1) por producir cumarinas tipo
mammea, y al quimiotipo 2 (CT2) por contener mayormente cromanonas y calanolidos (Zavaleta-
Mancera et al., 2011). Los diferentes estudios morfolégicos, anatdmicos y genéticos realizados
a especimenes mexicanos de C. brasiliense sugieren que la existencia de estas variedades
guimicas no es una respuesta al ambiente, sino que méas bien esta determinada por factores

genéticos (Garcia-Zebadua et al., 2014).

Las diferencias quimicas entre individuos considerados como quimiotipos se ven reflejadas en
su actividad biologica; el CT1 presenta actividad antiparasitaria frente a Trypanosoma sp.,
observandose que una mezcla de dos cumarinas posee una mejor actividad en la inhibicion del
crecimiento de tumores implantados en ratones, que la vincristina utilizada como tratamiento

convencional (Figura 1.8) (Ruiz-Marcial et al., 2007).

Mammea A/BA Mammea A/BB

Figura 1.8. Cumarinas aisladas de C. brasiliense CT1 con actividad inhibitoria del
crecimiento de tumores cancerigenos.

12
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Por su parte, el CT2 de C. brasiliense produce MS con actividad inhibitoria significativa de la
transcriptasa inversa del virus del VIH (VIH-1 RT); esta actividad se le atribuye a las cumarinas
aisladas de las hojas, siendo el (+)-calanélido A uno de los MS méas prometedores dado que
actualmente se encuentra en la fase 2-3 de los ensayos clinicos, convirtiéndolo en una alternativa
para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de esta enfermedad (Figura 1.9)

(Reyes-Chilpa y Huerta-Reyes, 2009; Huerta-Reyes et al., 2004).

(+)-calanélido A (-)-calandlido B (+)-calandlido C Soulatrolido

Figura 1.9. Cumarinas con actividad inhibitoria de la VIH-1 RT aisladas de las hojas
de C. brasiliense CT2.

Recientemente, se observaron diferencias significativas en los perfiles cromatograficos y de
actividad biol6gica de los extractos crudos de corteza y las fracciones semipurificadas de dos
individuos de C. brasiliense colectados en dos sitios diferentes, Mérida y Calakmul (Silva-Castro,
2020) (Figura 1.10), sugiriendo la posibilidad de que los individuos de las dos localidades

existentes en la Peninsula de Yucatan pudieran pertenecer a quimiotipos diferentes.

13
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Figura 1.10. Perfiles cromatograficos (TLC; Hx:An, 80:20; a/b visualizados con
reactivo de acido fosfomolibdico, c/d visualizados con DPPH) de fracciones
semipurificadas de dos individuos de C. brasiliense colectados en dos localidades:
Mérida (CBM) y Calakmul (CBC) (tomado de Silva-Castro, 2020).

1.2 ESTRATEGIAS PARA LA IDENTIFICACION DE METABOLITOS BIOACTIVOS

El procedimiento para la obtencion de un producto puro con actividad bioldégica generalmente
empieza por el fraccionamiento del extracto crudo de interés, seguido de un fraccionamiento el
cual, usualmente, es un proceso bioguiado. Para la purificacion de los componentes de una
mezcla se emplean técnicas cromatogréaficas de separacion y, posteriormente, se realiza la
identificacion de los productos obtenidos en forma pura, mediante la interpretacion de sus datos
espectroscopicos (Patil, 2020). El método mas empleado para el establecimiento de la estructura
quimica de MS es la espectroscopia por resonancia magnética nuclear (RMN) de protén (*H-
RMN) y de carbono (**C-RMN) (Ciesla y Moaddel, 2016), ya que provee una resoluciéon superior
a la de cualquier otro método espectroscopico y proporciona suficiente informacion para la
elucidacion estructural (Reynolds, 2017). A menudo, el nUmero de componentes presentes en
un extracto crudo o fraccion semipurificada puede complicar la purificacion e identificacion de
cada uno; lo anterior resulta en procedimientos de fraccionamiento y de purificacion lentos y
laboriosos que, frecuentemente, y a pesar del tiempo y trabajo invertidos, resultan en la obtencion
de MS previamente identificados y reportados. Por esta razon, se ha vuelto necesario desarrollar
estrategias que ayuden a reducir el tiempo de trabajo y a hacer mas eficientes los procesos de

14
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fraccionamiento e identificaciébn incluyendo, durante la obtencién de perfiles quimicos,

estrategias de desduplicacion (Hubert et al., 2015).
1.2.1 Analisis de desduplicacion

En un principio, el término “desduplicacion” (dereplication, en inglés), se usaba en la etapa inicial
de estudios de cribado para hacer referencia al reconocimiento y posterior descarte de productos
previamente reportados (Ilto y Masubuchi, 2014). En el contexto del estudio de PN, la
desduplicacion es considerada como una forma de identificacion rapida de metabolitos conocidos
presentes en mezclas complejas, reduciendo asi el tiempo de trabajo requerido en los procesos
de aislamiento (Dinan, 2005). En los estudios que involucran procedimientos de desduplicacion,
se comparan los datos obtenidos a partir de técnicas espectroscopicas con aquellos compilados
en bases de datos que contienen las caracteristicas de compuestos estandar; para este tipo de
andlisis se pueden utilizar los perfiles de UV, tiempos de retencion, peso y formula molecular,
patrones de fragmentacién, desplazamientos quimicos o propiedades biol6gicas (Carnevale et
al., 2016; Williams et al., 2015). Entre las diferentes opciones para los andlisis de desduplicacién
se puede mencionar el uso de *C-RMN, ya que la simplicidad del espectro (una sefial
corresponde a un atomo de C), la poca o nula presencia de solapamiento de sefales, su
estabilidad frente a los efectos del disolvente y la temperatura y la posibilidad de descartar entre
los diferentes tipos de carbono con la ayuda de los experimentos DEPT-90 y DEPT-135, la
convierten en una herramienta especialmente Util para este tipo de analisis (Nuzillard, 2021;

Bruguiére et al., 2020).

La desduplicacion utilizando *C-RMN requiere el uso de bases de datos para comparar los datos
obtenidos experimentalmente con los que estan almacenados en las mismas. Estas bases de
datos estan constituidas por datos espectroscopicos tedricos de C-RMN para productos
reportados en la literatura de manera general o tomando en cuenta informacion taxonémica, esto
ultimo con la finalidad de reducir el nimero de MS coincidentes al limitar la busqueda a los que
hayan sido reportados en especies taxondmicamente relacionadas (Lianza et al., 2021). La
principal ventaja de utilizar el andlisis de desduplicacion en los estudios de aislamiento e
identificacion de moléculas bioactivas es que permite descartar aquellas fracciones que
contengan metabolitos previamente reportados y concentrar los esfuerzos y atencién en las
muestras en las que los resultados sugieran la presencia de MS novedosos o moléculas que

constituyan un nuevo reporte en la especie estudiada (Dang et al., 2015).
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JUSTIFICACION

La quimica de productos naturales es un area de estudio con un enorme potencial, la mayoria
de los tratamientos médicos actuales derivan de productos de origen natural y las plantas son la
principal fuente de ellos.

La familia Clusiaceae es reconocida por producir metabolitos secundarios bioactivos,
particularmente en los géneros Calophyllum y Garcinia se han aislado moléculas con actividades
biologicas diversas y de alto valor farmacéutico. Aunque en Yucatén los estudios quimicos de G.
intermedia y C. brasiliense son escasos, actualmente el conocimiento fitoquimico de especies
pertenecientes a la familia Clusiaceae es amplio, por lo que el uso del analisis de desduplicacion
por *C-RMN permitira identificar, de manera rapida, las fracciones que contengan MS conocidos,
asi como también, aquellas en las que se sugiera la presencia de MS con estructuras novedosas.

Por otra parte, y dado que es bien conocido que la produccion de MS puede variar entre las
especies pertenecientes a un mismo género e, incluso, puede haber diferencias entre
poblaciones de individuos de la misma especie, dando lugar a quimiotipos; por lo que los estudios
orientados a la determinacion de estas diferencias quimicas contribuyen a un mejor

entendimiento de la fitoquimica de las especies estudiadas.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos previamente en especies de la familia Clusiaceae,
existe una alta probabilidad de que G. intermedia produzca metabolitos secundarios de tipo
PPAPS con actividades biolégicas interesantes como las que se han reportado previamente en
otros miembros del género y que el estudio fitoquimico de individuos de C. brasiliense colectados

de diferentes localidades permita establecer la relacién quimiotaxonémica entre ellos.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificar metabolitos bioactivos presentes en la corteza de G. intermedia y determinar la
relaciéon quimiotaxondmica de individuos de C. brasiliense colectados de dos poblaciones
diferentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer una estrategia para la identificacion de MS de G. intermedia y C. brasiliense
mediante andlisis de desduplicaciéon basados en **C-RMN, complementados con los
datos obtenidos de los experimentos DEPT-135 y DEPT-90.

e Determinar, mediante el estudio quimico de dos individuos de C. brasiliense presentes en

Yucatan, si éstos pertenecen a quimiotipos diferentes.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

C. brasiliense G. intermedia
Analisis Analisis
cromatograficos y cromatograficos y
de desduplicacion de desduplicacion
Determinacioén de Identificacion de

quimiotipos MS
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
2.1 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

Inicialmente, se analizaron los extractos crudos y las fracciones de mediana y baja polaridad
(obtenidas mediante un proceso de particion liquido-liquido) de la corteza de individuos de C.
brasiliense colectados originalmente en Mérida y Calakmul en periodos diferentes (diciembre
2018 y marzo 2019, respectivamente) (Silva-Castro 2020).

Para los analisis de cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) se usaron placas
de gel de silice 60 (E.M. Merck) con soporte de aluminio y un espesor de 0.25 mm. Para la
obtencion de los perfiles cromatograficos se emplearon diferentes mezclas de disolventes. Para
la visualizacion de los perfiles cromatograficos (TLC) se utilizé como revelador una disolucion de
20 g de acido fosfomolibdico y 2.5 g de sulfato de cerio (IV) disuelta en 500 mL de acido sulfdrico
al 5%.

Para el analisis por HPLC de los extractos y fracciones de C. brasiliense se empled un
cromatdgrafo de la marca Alliance, con un mdédulo de separacion Waters 2695 y un detector PDA
2998. Se utilizé una columna Luna C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 um; 100 A, Phenomenex) y una
elucion en gradiente utilizando mezclas de agua/acido férmico a pH 5 (disolvente A) y metanol

(MeOH, disolvente B), siguiendo el método que se describe a continuacion:

t (min) %A %B
0 90 10
30 0 100
50 100

Para la preparacion de las muestras se tomaron 5 mg de cada fraccion o extracto y se disolvieron

en 1 mL de MeOH grado HPLC. Las disoluciones resultantes fueron filtradas con la ayuda de un

filtro de nylon de 0.450 pm.
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Los andlisis de RMN se llevaron a cabo en la Universidad de Angers, Francia, utilizando un
espectrometro JEOL-ECZ de 400 MHz equipado con una sonda inversa de 5 mm. Todas las

muestras fueron disueltas en CDCla.

2.2 ANALISIS DE DESDUPLICACION

Para llevar a cabo los analisis de desduplicacion se emple6 el software MixONat, el cual fue
desarrollado en la Universidad de Angers, Francia. Este programa realiza la desduplicacion de
productos naturales utilizando los datos del espectro de *C-RMN y de los experimentos DEPT-
135y DEPT-90.

Se seleccionaron, tomando en cuenta sus perfiles cromatograficos, fracciones semipurificadas
previamente obtenidas (Silva-Castro, 2020) mediante una purificacion por VLC de fracciones de
mediana y baja polaridad de G. intermedia y C. brasiliense para ser analizadas por RMN. Una
vez obtenidos los espectros, se empled el software MNova-Mestrelab para corregir la fase y la
linea base y para referenciar el disolvente en cada uno de ellos. Por ultimo, se seleccionaron las
sefales de forma manual. Una vez seleccionadas las sefiales, con la ayuda del mismo programa,
se cred una tabla para cada espectro y experimentos (**C, DEPT-90 y DEPT-135) con los
desplazamientos quimicos e intensidades de las sefiales y cada una de las tablas fue copiada
en diferentes documentos de Excel para guardar los archivos en el formato correcto (.cvs, archivo
separado por comas) y subirlos a la interfaz del programa. Junto con los archivos de Excel se
subié una base de datos en formato .SDF que se empled para llevar a cabo la comparacion entre
los valores de desplazamiento quimico. Las bases de datos usadas en los analisis fueron
Triterpenes DB, Lotus Garcinia DB, Garcinia DB y Calophyllum DB, las cuales fueron
proporcionadas por el laboratorio SONAS de la Universidad de Angers, Francia. Estas bases de
datos contienen 6623, 1663, 718 y 364 productos naturales, respectivamente. Para crear una
base de datos, en primer lugar, se realiza una recopilacion de las estructuras reportadas en un
determinado género o familia, cada una de ellas puede dibujarse con la ayuda de un programa
como ChemDraw, o bien, pueden ser descargadas de bases de datos como SciFinder o
Dictionary of Natural Products (disponibles bajo suscripcién). Posteriormente, todas las
estructuras obtenidas se compilan en un solo archivo en formato .SDF y se calculan los valores
de desplazamiento quimico teéricos con la ayuda de un software de prediccién, por ejemplo,

ACD/LAbs Spectrus y C/H_NMR Predictor. Finalmente, usando el programa CTypeGen que
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viene incluido en el software del MixONat, se clasifica cada valor de desplazamiento segun el
tipo de carbono que corresponda (metilo, metileno, metino o cuaternario) (Bruguieré et al., 2021;
2020).

Para identificar el o los metabolitos presentes en las fracciones evaluadas, el programa MixONat
ofrece una serie de resultados ordenados de mayor a menor prioridad. Para establecer este
orden de prioridad se toma en cuenta, en primer lugar, un valor de score que va de 0 a 1, el cual
indica el nimero de valores experimentales de desplazamiento quimico (dexp) que coinciden con
los valores tedricos de desplazamiento quimico contenidos en la base de datos (&spr). En
segundo lugar, se considera el error, que corresponde a la diferencia absoluta acumulada de los

valores de desplazamiento quimico de las sefiales coincidentes.

Para finalizar el analisis, se comparan los datos espectroscopicos obtenidos experimentalmente
con aquellos reportados en la literatura (en el mismo disolvente) para cada uno de los MS
considerados como posibles candidatos. La comparacion se realizé con la ayuda de bases de
datos como SciFinder, Scopus y Clarivate Web of Science, entre otras. En esta Ultima
comparacion, la diferencia entre los valores coincidentes de desplazamiento quimico

experimentales y reportados, no debe ser mayor de 0.4 ppm (Bruguiére et al., 2020).

2.3 MATERIAL VEGETAL

Se realizaron dos colectas de material vegetal. La primera de ellas fue realizada por Silva-Castro
(2020), durante la cual se tomaron muestras de corteza de Garcinia intermedia (Coba, Quintana
Roo; noviembre de 2018) y Calophyllum brasiliense (Mérida, Yucatan; diciembre de 2018 y
Calakmul, Campeche; marzo de 2019). Se depositd un espécimen de cada individuo colectado
en el herbario de la Unidad de Recursos Naturales del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan, con namero de folio 70873 (G. intermedia), 70874 (C. brasiliense, Calakmul) y 72345
(C. brasiliense, Mérida). En la segunda colecta se tomaron muestras de hojas y corteza de C.
brasiliense. La colecta se realiz6 en dos localidades, Calakmul y Mérida (Figura 2.1). Las
muestras del individuo ubicado en Calakmul se colectaron el 10 de marzo de 2022 en la Reserva
de la Biosfera de Calakmul del estado de Campeche. El sitio de colecta se encuentra en las
coordenadas 17.92287 N, 89.32590 W, a 6 km al oeste del Civalito rumbo a la localidad Dos

Naciones. Las muestras del individuo ubicado en Mérida fueron colectadas el 11 de marzo de
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2022 en el jardin de la iglesia de Monjas ubicada en el centro de la ciudad. La identificacion
taxondmica fue realizada por el técnico Gabriel Dzib. El material vegetal fue secado durante dos

dias en un horno con luz artificial a 40 °C en las instalaciones del CICY, Mérida.
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Figura 2.1. Sitios de colecta de C. brasiliense: El Civalito (Campeche) y Mérida (Yucatan).

2.3.2 Extraccion del material vegetal

La corteza de G. intermedia y C. brasiliense obtenida en la primera colecta fue sometida a un
proceso de extraccion utilizando etanol, para obtener asi los extractos crudos de ambas especies
(Silva-Castro, 2020).

Para el procesamiento de la corteza de C. brasiliense obtenido en la segunda colecta, se siguio
la misma metodologia empleada por Silva-Castro (2020). En primer lugar, la corteza seca de C.
brasiliense fue cortada en trozos pequefios y sumergida por completo en etanol. Se dejo en
reposo por 48 h y posteriormente se filtro el disolvente, primero a través de algodén y después

de papel filtro. El procedimiento de extraccidn se repitié dos veces mas y en cada una de ellas el
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disolvente fue eliminado a presién reducida para obtener el extracto crudo, del que se tomd 1 g

aproximadamente como referencia.

Para la extraccion de las hojas se siguié la metodologia empleada por Reyes-Chilpa et al. (2004),
extrayendo el material vegetal de manera sucesiva con disolventes de polaridad ascendente. En
primer lugar, las hojas fueron secadas y molidas. El material vegetal seco y molido fue sumergido
por completo en hexano (Hx) y se dejé en reposo durante 48 h; pasado este tiempo, se filtrd el
disolvente y se evaporé a presion reducida. EI Hx recuperado se usé para realizar dos
extracciones mas, utilizando un tiempo de reposo de 24 h en cada extraccion. Al finalizar la
extraccion con Hx el material vegetal fue sometido a tres extracciones méas con acetona (An) y

tres mas con metanol (MeOH).
2.3.3 Particion liquido-liguido

El proceso de fraccionamiento de los extractos crudos de G. intermedia y C. brasiliense (primera
colecta), fue realizado por Silva-Castro (2020). La misma metodologia fue empleada para el
fraccionamiento de los extractos de corteza de C. brasiliense obtenidos en la segunda colecta.

Se empled 1 g de extracto crudo, el cual fue resuspendido en 40 mL de MeOH para después ser
agregado, gota a gota, a 60 mL de agua destilada que permanecié en agitacion constante. La
suspension resultante se mantuvo en agitacion por otros 30 min y posteriormente fue extraida
con 200 mL de Hx. Se tom6é la fase organica y se eliminé el disolvente a presion reducida. La
fraccion acuosa residual fue extraida dos veces mas utilizando 100 mL de Hx. Al finalizar la
particiobn con Hx se repitié el mismo proceso de particion de la fraccion acuosa usando acetato
de etilo (AcOEY).

La purificacién de las fracciones obtenidas a partir del extracto crudo de la corteza de G.
intermedia y C. brasiliense (primera colecta) fue realizada por Silva-Castro (2020). Se purificaron
las fracciones de baja y mediana polaridad. La fraccion de baja polaridad de G. intermedia se
purificé por cromatografia flash y la fraccion de mediana polaridad de G. intermedia y las
fracciones de mediana y baja polaridad de C. brasiliense se purificaron por VLC,
respectivamente. Para la cromatografia flash se emple6 una columna de 50 mm y una elucion
isocrética utilizando CH2Cl;:Hx:MeOH (40:18:2 v/v) como disolvente de elucion, y para la
purificacion por VLC se utilizé una columna de 5 cm de didmetro y 5 cm de altura y una elucién
con mezclas de polaridad creciente de Hx:An:MeOH (100:0:0 — 60:38:2; G. intermedia) y Hx:An
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(100:0 — 70:30, fraccion de baja polaridad; 100:0 — 88:12, fraccion de mediana polaridad, ambas

de C. brasiliense).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 METABOLITOS IDENTIFICADOS EN LAS FRACCIONES SEMIPURIFICADAS DE G.

intermedia

Las fracciones semipurificadas que se seleccionaron para los analisis de desduplicacién se
eligieron con base en su contenido de productos con actividad antioxidante, observados en los
diferentes perfiles cromatograficos (TLC) obtenidos como resultado de la purificacion de las
fracciones de baja (GFHCVC y GFHCVF) y mediana (GFACVB, GFACVC y GFACVD) polaridad
(Silva-Castro, 2020).

El analisis de desduplicacion de la fraccion GFACVC sugiri6 la presencia de estigmasterol como
componente mayoritario; aun cuando este metabolito aparece en la posicién 6 con un score de
1.0 al emplear la base de datos Lotus Garcinia DB, al usar la base de datos Calophyllum DB
(Figura 3.1) el metabolito se ubica en la posicion 1 con un score de 1.0 (29/29 C coincidentes).
La identificacion de estigmasterol propuesta por MixONat, se confirm6 mediante la comparacion

de los valores experimentales con los reportados en la literatura (Kamal et al., 2016).

Rank: 1 MW: 412.69 Rank: 2 MW: 414.71 Rank: 3 MW: 386.65
CAS-83-48-7 CAS-83-46-5 CAS-57-88-5

Score: 1.0 (29/29 C) Score: 1.0 (29/29 C) Score: 1.0 (27/27 C)
Deviation - 4 48 ppm Deviation - 4 68 ppm Deviation - 7.15 ppm

Figura 3.1. Resultados del andlisis de desduplicacion de la fraccibn GFACVC.
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Un analisis similar de la fraccion GFACVD indic6 la presencia de B-sitosterol como primera
opcion, con un score de 0.97 (28/29 C coincidentes) al usar la base de datos Calophyllum DB
(Figura 3.2), y en la posicién 3 (score 0.97, 28/29 C) al emplear la base de datos Lotus Garcinia
DB. La identidad del metabolito propuesto por MixONat se confirmé al comparar los datos

experimentales con los repostados en la literatura (Sadikun et al., 1996).

Rank: 1 MW: 414.71 Rank: 2 MW: 412.69 Rank: 3 MW: 386.65
CAS-83-46-5 CAS-83-48-7 CAS-57-88-5

Score: 0.97 (28/29 C) Score: 0.93 (27/29 C) Score: 0.85 (23/27 C)
Deviation - 3.36 ppm Deviation : 1.84 ppm Deviation : 4.5 ppm

Figura 3.2. Resultados del andlisis de desduplicacion de la fraccion GFACVD.

Dado que esteroles como el B-sitosterol, estigmasterol y campestanol son componentes
principales de las membranas vegetales, es comun encontrarlos distribuidos ampliamente en
diferentes grupos taxonémicos (Moreau et al., 2002), por lo que frecuentemente se aislan como
metabolitos de especies vegetales (Cabral y Simas, 2017), incluyendo mas de diez especies del
género Garcinia (Espirito Santo et al., 2020; Hemshekhar et al., 2011; Lannang et al., 2008;
Shadid et al., 2007).

Por otra parte, el analisis de desduplicacion de la fraccion GFACVB propuso la presencia de
escualeno (Figura 3.3) como el componente mayoritario, con una prioridad 1 y un score de 0.93
(28/30 C coincidentes). La identificacion del terpenoide se confirmé mediante la coincidencia de
sus datos espectroscopicos experimentales con los reportados en la literatura (Ekeocha et al.,
2021). Aun cuando la presencia de escualeno se ha reportado en otras especies del género

Garcinia (Jayakar et al., 2020; Salleh et al., 2017; Chen et al., 2009), este es su primer reporte
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en G. intermedia, lo que contribuye al conocimiento fitoquimico de esta especie que, hasta ahora,
reporta ademas la presencia de carotenoides, benzofenonas, xantonas, flavonoides y triterpenos
(Giuffrida et al., 2022; Abe et al., 2004).

I N I
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i ]

N

Rank: 1 MW: 410.72 Rank: 2 MW: 410.59 Rank: 3 MW: 410.59
LTS0217821 LTS0068092 LTS0176342

Score: 0.93 (28/30 C) Score: 0.74 (20/27 C) Score: 0.7 (19/27 C)
Deviation : 4.15 ppm Deviation : 5.14 ppm Deviation : 4.7 ppm

Figura 3.3. Resultados del analisis de desduplicacion de la fraccion GFACVB.

Adicionalmente, el analisis de desduplicacion del componente mayoritario de la fraccion GFHCVF
indico la presencia de una mezcla de dos componentes identificados como aristofenonas Ay B
(Figura 3.4), con prioridad 1 y un score de 0.82 (27/33 C coincidentes) al utilizar la base de datos
PPAPS GROSSMAN. Sin embargo, al realizar la comparacion final de los valores de
desplazamiento experimentales (dexp) cON los reportados (Orep) €N la literatura, se observo que los
valores experimentales no coincidian con los reportados para aristofenona B, en tanto que, para
el caso de la aristofenona A, solamente uno de los valores experimentales (C-33) no coincidia
con el valor reportado en la literatura (Cuesta-Rubio et al., 2001) (Tabla 3.1). Con base en estos
resultados, la identificacion de aristofenona A en esta fraccién puede considerarse como tentativa
ya que en ocasiones puede haber errores en las asignaciones reportadas para un metabolito
(Herbert-Doctor et al., 2022); para la identificacion de este producto es necesario llevar a cabo
su purificacion y el analisis de sus datos espectroscopicos, o confirmar la presencia de la
aristofenona A en el perfil cromatogréfico de la fraccion utilizando un estandar comercial o una

muestra auténtica.
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Rank: 1 MW: 534.68 Rank: 2 MW: 534 68 Rank: 3 MW: 602.8
ID:5 garcimultifiorone H oblongifolin B

Score: 0.82 (27/33 C) Score: 0.82 (27/33 C) Score: 0.76 (29/38 C)
Deviation : 5.78 ppm Deviation : 6.83 ppm Deviation : 8.56 ppm

Figura 3.4. Resultados del andlisis de desduplicacion para la fraccion GFHCVF.
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Tabla 3.1 Datos espectroscopicos experimentales (400 MHz, CDCls) y

reportados de 2C-RMN de la mezcla de aristofenonas A y B.

Posicién | Experimental Reportado Reportado
(Aristofenona A) | (Aristofenona B)
C-1 69.64 69.40 66.20
C-2 196.20 196.50 198.00
C-3 115.74 115.90 115.60
C-4 198.19 198.60 196.90
C-5 58.78 58.80 63.00
C-6 38.37 38.60 40.10
C-7 40.05 40.20 40.70
C-8 50.95 50.60 51.30
C-9 208.26 208.30 208.60
C-10 26.13 26.20 25.30
C-11 120.14 120.30 118.70
C-12 135.18 135.00 135.00
C-13 25.50 25.30 25.60
C-14 17.93 17.70 17.50
C-15 194.93 194.80 194.50
C-16 128.19 128.10 128.10
C-17 124.26 125.20 125.70
C-18 114.59 114.80 114.80
C-19 149.92 149.50 149.60
C-20 143.84 143.50 143.30
Cc-21 116.63 116.80 116.80
C-22 30.57 30.50 31.40
C-23 119.61 119.70 119.20
C-24 134.90 134.90 134.90
C-25 18.21 18.00 17.90
C-26 26.13 26.10 25.70
C-27 28.52 28.50 28.60
C-28 124.26 124.40 124.30
C-29 132.26 132.10 132.20
C-30 17.93 17.70 17.10
C-31 25.81 26.00 26.20
C-32 24.08 23.70 23.60
C-33 14.73 15.80 15.70
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Los acilfloroglucinoles policiclicos poliprenilados (PPAPS), como las aristofenonas Ay B, son un
grupo de productos naturales con estructuras policiclicas complejas. Poseen nucleos derivados
de acilfloroglucinol altamente oxigenados, a los cuales se enlazan cadenas laterales de isoprenilo
o geranilo (Yang et al., 2018). Aun cuando este tipo de metabolitos se encuentra ampliamente
reportado en poco mas de 30 especies del género Garcinia (Kumar et al., 2013), hasta ahora su

presencia no habia sido reportada en G. intermedia.

La hyperforina es el PPAPS més conocido, es el principal constituyente de la hierba de San Juan
(Hypericum perforatum), ampliamente utilizada para aliviar los problemas de depresion (El
Hamdaoui et al., 2022); estos MS poseen una amplia variedad de actividades biologicas entre
las que destaca su actividad antiviral contra el VIH, ademas de su actividad antiinflamatoria,
antiplasmodial, antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, entre otras (Cao et al., 2006; Almanza et
al., 2011; Sakunpak y Panichayupakaranant, 2012).

Finalmente, y aun cuando el andlisis de desduplicacion de la fraccion GFHCVC no resulté en la
identificacion de un producto en particular, los resultados obtenidos de las diferentes bases de
datos utilizadas sugieren la probable presencia de metabolitos de tipo xantona o PPAPS (Figura
3.5). Contrario a lo que pudiera parecer, estos resultados “negativos”, en los que no se logra
identificar MS presentes en una fraccion, es otra de las aplicaciones y una de las principales
ventajas del analisis de desduplicacion, ya que esta informacion sugiere la probable presencia
de un cierto tipo de MS, por ejemplo, xantonas o PPAPS, con una estructura novedosa que hasta

ahora no han sido reportada en la literatura.
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Rank: 3 MW: 516.71 Rank: 4 MW: 502 68
CAS-117193-24-5 CAS-926656-98-6
Score: 0.563 (18/34 C) Score: 0.48 (16/33 C)
Deviation : 9.41 ppm Deviation : 3.32 ppm

Rank: 7 MW: 502.68
CAS-865084-56-6
Score: 0.45 (15/33C)
Deviation : 3.84 ppm

Rank: 5 MW: 674.76
Methyl insigninone
Score: 0.47 (17/36 C)
Deviation : 8.99 ppm

Rank: 8 MW: 43457

Grandone

Score: 0.46 (13/28 C)
Deviation : 7.34 ppm

Rank: 8 MW: 502 68
Nemorosonol

Score: 0.45 (15/33C)
Deviation : 4.66 ppm

Rank: 9 MW: 502.68
(-)-Nemorosonol

Score: 0.45 (15/33 C)
Deviation : 4.66 ppm

Figura 3.5. Parte de los resultados del andlisis de desduplicacion de la fraccion GFHCVC.
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3.2. METABOLITOS IDENTIFICADOS EN LAS FRACCIONES SEMIPURIFICADAS DE C.
brasiliense COLECTADO EN CALAKMUL

El estudio previo de desduplicacién de fracciones semipurificadas obtenidas a partir del extracto
de corteza de un individuo de C. brasiliense colectado en Mérida resulto en la identificacion de
la macluraxantona como la xantona principal, ademas de otras xantonas mono- y poli-
hidroxiladas, cromanonas y terpenoides (Silva-Castro et al., 2021). Sin embargo, se observo que
los perfiles cromatogréficos de los extractos y fracciones semipurificadas del individuo colectado
en Mérida eran significativamente diferentes a los correspondientes obtenidos del individuo
colectado en Calakmul, particularmente en cuanto a la presencia de componentes con actividad
antioxidante (Figura 1.10). Con base en lo anterior, y con el fin de explorar posibles coincidencias
en la composicion fitoquimica de los individuos colectados en dos diferentes localidades, se
seleccionaron fracciones obtenidas de la purificacion del extracto de corteza del individuo
colectado en Calakmul para ser analizadas por desduplicacién; asi, de la purificacion de la
fraccion de baja polaridad se selecciono la fraccion FHCVJ y de la purificacién de la fraccion de
mediana polaridad se seleccionaron las fracciones FAcCCVD, FACCCVF y FAcCCCVK.

Al usar la base de datos Calophyllum DB para el andlisis de desduplicacion de la fraccién
FAcCCVD, los resultados sugirieron la presencia de fitoesteroles y triterpenos (Figura 3.6),
incluyendo el B-sitosterol, con prioridad 1 y un score de 1.0 (29/29 C coincidentes); a-amirina,
con prioridad 2 y un score de 0.97 (29/30 C coincidentes) y estigmasterol, con prioridad 5 y un
score de 0.93 (27/29 C coincidentes). La identificacion de estos tres metabolitos se confirmé al
comparar los valores experimentales de desplazamiento quimico, con los reportados en la
literatura por Sadikun et al. (1996), Knight (1974) y Kamal et al. (2016), respectivamente. Como
se menciond anteriormente, los fitoesteroles y los triterpenos como las amirinas se encuentran
ampliamente distribuidos en las especies vegetales y a menudo se reportan de hojas, corteza,
madera y resina de diversas plantas medicinales (Ramos-Hryb et al., 2018). Los triterpenos
pentaciclicos como la a-amirina suelen encontrarse en un amplio rango de especies y se les
atribuyen actividades bioldgicas variadas; por ejemplo, se ha reportado que la mezcla de a-y 3-
amirina muestra actividad inmunoestimulante, antiinflamatoria, ansiolitica y antidepresiva
(Blundell et al., 2020; Wawer, 2008). Cabe mencionar que, aun cuando la a-amirina ha sido
aislada de diferentes especies del género Calophyllum (Ravelonjato et al., 1987), hasta ahora no
se ha encontrado en C. brasiliense, incluyendo el estudio de desduplicacion realizado a las
fracciones semi-purificadas del individuo de C. brasiliense colectado en Mérida (Silva-Castro,
2020).
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Rank: 1 MW: 414.71 Rank: 2 MW: 426.72 Rank: 3 MW: 456.7
CAS-83-46-5 CAS-638-95-9 CAS-508-02-1

Score: 1.0(29/29C) Score: 0.97 (29/30C) Score: 0.97 (29/30 C)
Deviation : 8.8 ppm Deviation : 6.32 ppm Deviation : 8.68 ppm

Rank: 4 MW: 386.65 Rank: 5 MW: 412.69
CAS-57-88-5 CAS-83-48-7

Score: 0.96 (26/27 C) Score: 0.93 (27/29 C)
Deviation : 6.55 ppm Deviation : 10.22 ppm

Figura 3.6. Resultados del analisis de desduplicacion de la fraccion FAcCCCVD.

El analisis de desduplicacion de la fracciéon FAcCCVK usando la base de datos Calophyllum DB,
sugirié la probable presencia de tres metabolitos (Figura 3.7); aun cuando el calandlido E vy el
acido isoapetdlico aparecen con prioridades 2 y 3 y ambos con un score de 0.55 (12/22 C
coincidentes), su identificacion se confirmé al comparar sus valores experimentales de
desplazamiento quimico con los reportados en la literatura (Tabla 4) por McKee et al. (1996) y
Shen et al. (2004), respectivamente. La presencia del calandlido E se ha reportado en al menos
siete especies del género Calophyllum, incluyendo C. brasiliense (Nahar et al., 2020). Aunque
es el componente mas abundante de C. lanigerum, no se le relaciona con la actividad anti-VIH
de esta especie, pues esta actividad esta asociada a piranocumarinas que poseen un grupo gem-
dimetilo y un B-hidroxilo o una cetona en la posicién 12 (McKee et al., 1998). Sin embargo,
recientemente se report6 que el calandlido E posee actividad antiparasitaria frente a

Trypanozoma cruzi y Leishmania infantum (Silva et al., 2020). Por otra parte, el acido isoapetélico
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se ha aislado de la resina, semillas, hojas y corteza de diferentes especies de Calophyllum,
incluyendo C. brasiliense (Bello et al., 2008; Shen et al., 2004) y se ha reportado que posee

actividad antibacteriana y citotéxica (Aminudin et al., 2016).

La presencia del calandlido E y el acido isoapetalico, junto con los fitoesteroles B-sitosterol y
estigmasterol, en las fracciones obtenidas de la purificacion del extracto de corteza de C.
brasiliense del individuo colectado en Calakmul, coincide con los resultados obtenidos
previamente, durante el andlisis de desduplicacion de las fracciones obtenidas de la purificacion
del extracto de corteza del individuo colectado en Mérida (Silva-Castro, 2020). Sin embargo, es
importante mencionar que, en ninguna de las fracciones obtenidas de la purificacién del extracto
de corteza del individuo de Calakmul, se detect6 la presencia de macluraxantona, reportada
como la xantona principal en las fracciones obtenidas de la purificacion del extracto de corteza
del individuo de Mérida.

3 4/2\1 0}8\22 o\ _OH
A JUN!
e Y »\
| JI\\/ A /9\ /7 ,/‘16\ / E/
7 | T | 6 07 Yo \(lj OH
0 OH OH 725
N g 515\ /2
I o
25
ho” N7

Rank: 1 MW: 388.45
CAS-686318-85-4
Score: 0.55 (12/22 C)
Deviation : 4.79 ppm

Rank: 2 MW: 388.45
CAS-142566-61-8
Score: 0.55 (12/22 C)
Deviation : 6.09 ppm

Rank: 3 MW: 388.45
CAS-34366-34-2
Score: 0.55 (12/22 C)
Deviation : 6.25 ppm

Figura 3.7. Resultados del analisis de desduplicacion de la fraccion FACCCVK.
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Tabla 3.2. Datos espectroscopicos experimentales (400 MHz,
CDCIs) y reportados de 3C-RMN para calandlido E y &cido

isoapetalico”.
o Calanolido E Acido isoapetalico
Posicion

orep o exp orep o exp

C-2 178.7 178.55 79 78.96
C-3 38.4 38.42 45.8 45.76
C-14 304 30.15 1994 199.22
C-5 108.8 108.81 157.1 157.07
C-6 157 157.07 115.7 115.67
C-7 78.1 78.04 125.7 125.53
C-8 125.7 125.53 78.2 78.04
C-10 115.7 115.64 109 109.1
C-11 102.6 102.37 160 160.02
C-12 159.9 160.02 101.9 101.94
C-13 101.8 101.36 102.6 102.37
C-14 159.9 160.02 157 157.07
C-15 199.3 199.22 195 19.46
C-16 45.7 45.76 10.5 10.24
C-17 78.8 78.66 28.4 28.1
C-18 19.5 19.46 28.2 28.42
C-19 355 35.24 304 30.15
C-20 20.7 20.68 38.8 39.02
C-21 14 13.91 179.7 179.2
C-22 28 28.1 35.6 35.24
C-23 284 28.42 20.9 20.68
C-24 10.5 10.24 14.1 13.91

*McKee et al., 1996; Shen et al., 2004.
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Finalmente, y aunque el andlisis de desduplicacion de las fracciones FHCCVJ (Figura 3.8) y

FACCCVF (Figura 3.9) no resulté en la identificacion de un metabolito en particular, el uso de

cuatro diferentes bases de datos sugirid una estructura tipo xantona para el componente

mayoritario en la fraccion FHCCVJ. La relevancia de este resultado esta dada por el hecho de

gue, a pesar de que existe un niumero importante de xantonas reportadas de la familia Clusiaceae

y del género Calophyllum, incluyendo a C. brasiliense (Filho et al., 2009), el andlisis de

desduplicacion puede utilizarse para detectar fracciones que contengan MS con estructuras

novedosas que podrian ser un nuevo registro para C. brasiliense o productos que hasta ahora

no han sido descritos en esta especie o en el género.

Rankc 1 MW: 42672
CAS638959

Score: 023 (7130 C)
Deviation - 2.86 ppm

Pk 4 MW 17804
dnf ey

Score 044 (4B E)
Dieviation - 1 81 ppm

Garcinia DB

Figura 3.8. Resultados del andlisis de desduplicacion de la fraccion FHCCVJ
empleando tres bases de datos diferentes.

2\(? OH
|
AL
8\1(|)//6\9 16//19
Lol

Rank: 2 MW- 25823
CAS-315240-085

Score: 021 (¥14C)
Deviation - 0.69 ppm

Rank: 3MW: 44272
CAS-14440.41.6
Score: 02 (630 C)
Deviation - 1.31 ppm

Rank 4 MW: 4567
CAS-1301718-50-2
Score02(630C)
Deviaton - 133 ppm

Rank- 5MW-4567
CAS-14420.087
Score: 02 (630 C)
Deviation - 1.95 ppm

Figura 3.9. Resultados del analisis de desduplicacion de la fraccion FACCCVF.
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3.3 DETERMINACION DE QUIMIOTIPOS EN C. brasiliense

3.3.1 Comparacion de los perfiles cromatogréficos de extractos y fracciones obtenidos
de individuos de C. brasiliense (primera colecta)

Como se menciond anteriormente, las cumarinas tipo mammea y los calandlidos son los MS
principales aislados de las hojas de los quimiotipos | y Il de C. brasiliense que se encuentran en
México (Venancio-Rodriguez et al., 2021). Estos MS pueden extraerse con etanol y disolventes
de baja polaridad como hexano y cloroformo (Matos et al., 2015). Un analisis preliminar de los
perfiles cromatograficos (TLC) de los extractos de corteza de los individuos colectados en Mérida
y Calakmul (Figura 3.10a) mostr6 que, aun cuando la composicién quimica de los dos extractos
parece ser cualitativamente similar, existen diferencias cuantitativas entre los componentes de
ambos extractos, particularmente en cuanto al contenido de componentes de mayor polaridad en
el extracto del individuo de Mérida. Esta similitud cualitativa en la composicion fitoquimica de
ambos extractos se observa también al comparar los perfiles cromatograficos de las
correspondientes fracciones de baja y mediana polaridad (Figuras 3.10b y 3.10c,

respectivamente).

Para confirmar las diferencias o similitudes en la composicion fitoquimica de los extractos y
fracciones de corteza de los individuos de C. brasiliense colectados en Mérida y Calakmul, las
muestras fueron analizadas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Figuras 3.11y
3.12).

Figura 3.10. Perfil cromatogréfico de los extractos crudos y fracciones de baja (FHC)
y mediana (FAc) polaridad de C. brasiliense. M: Mérida, CC: Co-cromatografia, C:
Calakmul.
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Figura 3.11. Perfiles cromatograficos (HPLC) del extracto crudo de corteza (a) y de
las fracciones de baja (b) y mediana (c) polaridad del individuo de C. brasiliense

colectado en Mérida.
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Figura 3.12. Perfiles cromatogréaficos (HPLC) del extracto de corteza (a) y de las
fracciones de baja (b) y mediana (c) polaridad del individuo de C. brasiliense
colectado en Calakmul.
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Los perfiles cromatogréaficos por HPLC de los extractos crudos y fracciones de polaridad baja y
media obtenidos de los individuos de ambas localidades confirmaron los resultados observados
en el andlisis cromatografico por TLC, por ejemplo, el extracto crudo y las fracciones de la corteza
del individuo colectado en Mérida muestran una mayor presencia de componentes mas polares
(segun el tgr 23-30 min, observado en la Figura 3.11), en tanto que el extracto y las fracciones del
individuo colectado en Calakmul muestran un mayor contenido de componentes menos polares
(tr 33-36 min; Fig. 3.12). El andlisis detallado de los perfiles cromatograficos de ambos extractos
crudos confirmé también los resultados obtenidos previamente, en donde se pudo observar que
los extractos de ambos individuos parecen tener un contenido de MS similar, pero
cuantitativamente diferente (Figura 3.13 y 3.14). Esta relaciéon entre la abundancia de un grupo
de MS vy la dificultad para visualizar otro que se encuentra en bajas concentraciones se observa
claramente en los perfiles cromatogréaficos por HPLC de las diferentes fracciones (3.11b/c,
3.12b/c). Estas diferencias en el contenido de los diferentes MS puede ser atribuida, en parte, a
la ubicacion geogréfica del sitio de colecta de cada uno de los individuos estudiados, dado que
cada sitio tiene caracteristicas climaticas y ambientales diferentes y, particularmente, en el caso
del individuo colectado en Mérida, éste se encuentra sometido a condiciones de estrés abibtico
gue incluyen contaminacion, elevadas temperaturas y una mayor influencia antropogénica, en
tanto que el individuo colectado en Calakmul se ha desarrollado en una zona alejada de la

poblacion.
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Figura 3.13. Comparacion de los perfiles cromatogréficos de los extractos crudos de
corteza de C. brasiliense de Mérida y Calakmul.
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3.3.2 Comparacion de los extractos y fracciones de corteza y extractos foliares de C.
brasiliense (segunda colecta)

Existen numerosos reportes sobre el efecto de la variacion estacional en la produccién de MS de
plantas y actualmente se reconoce que estas variaciones en el contenido de MS pueden ser el
resultado de diversos factores, como las fluctuaciones de temperatura, precipitacion y horas de
luz a la que se encuentran expuestas las plantas a lo largo del afio (Mittal et al., 2013; Verma et
al., 2011; Anesini et al., 2008). Asimismo, se ha demostrado que estas variaciones responden a
la necesidad de la planta de mantener condiciones adecuadas para su desarrollo en las
diferentes etapas de su ciclo de vida, como, por ejemplo, la floracién, la produccion de frutos o
el rebrote de las hojas (Ramirez-Briones et al., 2017).

Hasta ahora, de la corteza de especies del género Calophyllum se han reportado xantonas con
actividades biolégicas variadas, incluyendo antiparasitaria, inhibitoria de sulfotransferasas y con
efecto antinociceptivo (Klein-Junior et al., 2017; Abe et al., 2004; Mesia-Vela et al., 2001) y
recientemente se reportdé la presencia de jacaerubina (Garcia-Nifio et al., 2017) y de
macluraxantona (Silva-Castro et al., 2021) en el extracto y fracciones de C. brasiliense. Tomando
en cuenta que las diferencias observadas en los perfiles cromatograficos de los extractos de
corteza de los individuos colectados en Mérida y en Calakmul, podrian deberse a la
estacionalidad en la que se realizaron los muestreos en cada uno de los sitios de colecta
(diciembre de 2018, Mérida y marzo de 2019, Calakmul), y con el fin de reducir la influencia de
la variacién estacional en la produccion de MS de los individuos, se realizé una segunda colecta
de material vegetal en cada una de las localidades previamente mencionadas. Los perfiles
cromatograficos (TLC) de los extractos y fracciones obtenidos de la corteza de cada uno de los
individuos no presentaron diferencias notables (Figura 3.15); sin embargo, al comparar los
perfiles cromatograficos (TLC) de los extractos de corteza obtenidos de cada uno de los
individuos en las diferentes colectas (1 y 2), nuevamente se observd una composicion
cualitativamente similar, pero cuantitativamente diferente entre los extractos de los individuos
(Figura 3.16).
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Extracto Fraccion de Fraccion de
crudo baja polaridad mediana
polaridad

Figura 3.15. Perfil cromatografico de extractos y fracciones obtenidos a partir de la
corteza de individuos de C. brasiliense colectados en el segundo muestreo. CC: Co
cromatografia, M: Mérida, C: Calakmul.

Mérida Calakmul
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Figura 3.16. Comparacién de los perfiles cromatograficos de extractos de corteza de

C. brasiliense colectada en el primer (1) y en el segundo (2) muestreo. CC: Co
cromatografia.
Dado que la descripcion e identificacion de los quimiotipos de C. brasiliense se realiz
Unicamente con base en las diferencias en la composicion de extractos foliares (Zavaleta-
Mancera et al., 2011; Reyes-Chilpa y Huerta -Reyes, 2009; Reyes-Chilpa et al., 2004), en el
presente estudio, durante la segunda colecta de C. brasiliense se colecté material foliar de cada
uno de los individuos, con el fin de estudiar su perfil cromatogréfico por TLC. En este caso, y aun
cuando se observaron algunos componentes similares en los dos extractos, los perfiles
cromatogréficos (TLC) de los extractos de las hojas de los individuos colectados en Mérida y en
Calakmul, mostraron cada uno la presencia de un componente mayoritario diferente (Figura
3.17).

Debido a que macluraxantona se identific6 como la xantona principal en el extracto de corteza
del individuo colectado en Mérida, pero no se detectd, por TLC o en el andlisis de desduplicacion
de las fracciones obtenidas del extracto de corteza del individuo colectado en Calakmul, se
realizé6 una comparaciéon por TLC de los diferentes extractos de hoja con un estandar de
macluraxantona. Los resultados obtenidos demostraron que macluraxantona no esta presente
en los extractos de hojas de C. brasiliense de ninguna de las dos localidades (Figura 3.18),
aungue la presencia de componentes con actividad antioxidante en los extractos y fracciones
sugiere la posible presencia de otras xantonas, confirmando los reportes de este y otros tipos de
metabolitos (e.g. acido shikimico, biflavonoides y terpenos) en las hojas de C. brasiliense
(Marchiosi et al., 2019; Ito et al., 2002; da Silva et al., 2001). A pesar de estas diferencias, la
presencia de calandlido E y &cido isoapetalico, detectados en el andlisis de desduplicacién de
fracciones de extractos de corteza de individuos colectados en Calakmul durante la primera

colecta, indica que los individuos de C. brasiliense de ambas localidades tienen MS en comun.
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Extraccion Extraccion Extraccion
con An con Hx con MeOH

Figura 3.17. Perfiles cromatogréaficos de extractos de hojas de C. brasiliense
colectados en Mérida (M) y Calakmul (C). CC: Co cromatografia.

Figura 3.18. Comparacién entre los perfiles cromatograficos de los extractos de baja
polaridad de las hojas de C. brasiliense colectadas en Mérida (M) y en Calakmul (C) y
el estandar de macluraxantona (S), empleando dos sistemas de elucion diferentes y
revelados con &cido fosfomolibdico (a) y DPPH (b y c).
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Aungue no existen reglas bien establecidas para la definicién de quimiotipos, es necesario tomar
en cuenta ciertos factores para descartar que las diferencias en los perfiles quimicos no son el
resultado de las variaciones comunes en la sintesis de MS producidas por el cambio de estacion
(Polatoglu, 2013), ya que las diferencias cualitativas o cuantitativas observadas en los perfiles
guimicos de los individuos estudiados podrian deberse mas a procesos de adaptacion
estacionales que a cambios en su genotipo, siendo, esto ultimo, un factor determinante para el
establecimiento de la presencia de quimiotipos dentro de poblaciones de una misma especie
(Desjardins, 2008).

Tomando en cuenta que las primeras colectas de C. brasiliense se realizaron en localidades y
periodos estacionales muy diferentes entre si, en conjunto, los factores naturales y los
antropogénicos podrian estar causando que el perfil de MS de los extractos de corteza y
fracciones de baja y mediana polaridad de los individuos colectados en Mérida y Calakmul
(primera colecta) presenten diferencias cuantitativas. Lo anterior se confirmé al comparar los
extractos crudos y fracciones de la corteza de individuos de C. brasiliense colectados en cada

una de las localidades, durante el mismo periodo estacional.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
4.1 CONCLUSIONES

Los resultados de los analisis de desduplicacién de las fracciones semipurificadas de G.
intermedia y C. brasiliense comprobaron la capacidad de este tipo de analisis para identificar MS

presentes en una mezcla, sin necesidad de purificar por completo una fraccion.

Asimismo, los resultados de los andlisis de desduplicacion demostraron su importancia para
predecir la presencia de un tipo en particular de MS en una fraccién, por lo que constituye una
buena herramienta para seleccionar fracciones que podrian contener MS estructural o
biolégicamente interesantes, por ejemplo, la presencia de PPAPS en fracciones semipurificadas

de G. intermedia, o de xantonas en C. brasiliense.

En la fraccion FHCCVJ de C. brasiliense, se propone la presencia de MS de tipo xantona que no
pudieron ser identificados y los andlisis cromatograficos por TLC hechos a los extractos de
corteza, tampoco pudieron confirmar que se trata de macluraxantona. Las xantonas han sido
ampliamente reportadas en el género Calophyllum, por lo cual, al no poderse confirmar la
identificacion de los MS presentes en esta fraccion, es probable que pueda ser aislado un

producto que no haya sido reportado en el género o incluso, un metabolito novedoso.

Los resultados de los andlisis de desduplicacion de las fracciones GFHCVC (G. intermedia) y
FHCCVJ (C. brasiliense) confirman que la desduplicacién asistida por *C-RMN puede ser
considerada como una estrategia de gran utilidad para dirigir los procesos de purificacion y

aislamiento de MS interesantes.

Si bien, los resultados de los andlisis cromatograficos empleados para estudiar los extractos y
fracciones de corteza de C. brasiliense no mostraron variaciones importantes en la composicion
guimica de ambas localidades, en los extractos de las hojas si se observaron diferencias
evidentes en los perfiles cromatogréaficos obtenidos por TLC, por lo que se sugiere que los
individuos de C. brasiliense de la peninsula de Yucatédn podrian estar produciendo diferentes
tipos de metabolitos secundarios y podrian identificarse como pertenecientes a cada uno de los

dos quimiotipos reportados anteriormente para esta especie.
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4.2 PERSPECTIVAS

Dado que el conocimiento fitoquimico de G. intermedia es todavia limitado, y tomando en cuenta
la diversidad estructural y actividad biol6gica de los PPAPS, el continuar con el estudio
fitoguimico de las fracciones semipurificadas de G. intermedia permitira confirmar la aplicacion
de los analisis de desduplicacion para la identificacion de PPAPS y otros MS con estructuras
novedosas. De la misma forma, la purificacién de fracciones semipurificadas de corteza y hojas
permitira obtener nuevas xantonas con potencial actividad biologica.

Finalmente, para establecer la presencia de quimiotipos de C. brasiliense en la peninsula de
Yucatan, es necesario llevar a cabo un estudio fitoquimico mas profundo de los extractos de
corteza y de hojas de los individuos colectados en cada una de las localidades y confirmar los
resultados obtenidos mediante el uso de herramientas de biologia molecular que permitan
establecer, de manera complementaria, si existen diferencias genéticas en las rutas biosintéticas
gue producen los metabolitos que son diferentes en el perfil quimico de cada individuo. Asimismo,
y dado que no se cuenta con mas registros de poblaciones de C. brasiliense en la peninsula de
Yucatan, es importante ampliar las investigaciones en la distribucién de esta especie con la
finalidad de ubicar poblaciones con el numero suficiente de individuos para poder realizar la

comparacion de su contenido quimico.
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