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actividad antituberculosa
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Resumen

Abstract

Resumo

La tuberculosis causa miles de muertes a nivel
mundial y, actualmente, los farmacos usados
no son suficientes y en ocasiones son
obsoletos para su tratamiento. Por tanto, se
hace necesaria la blsqueda de nuevos
compuestos que ayuden a combatirla. Se
evalud la actividad antituberculosis de los
alcaloides ocoxilonina (1), ocoteina (2),
dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-3, 10,11-
trimetoxiaporfina (4), aislados de la madera
de Ocotea discolor. Las estructuras fueron
identificadas por medio del analisis de los
datos  espectroscopicos de  resonancia
magnética nuclear (NMR 1D - 'H, "C, D —
COSY, HSQC y HMBC), espectros de masas
y comparacion con datos de la literatura.
Todos los compuestos aislados demostraron
actividad antituberculosa, con un rango de
variacion en la concentracion minima
inhibitoria entre 140 y 310 uM, siendo la
ocoteina (2) la mas activa contra la cepa
virulenta de
H37Rwv.

Mycobacterium  tuberculosis

Tuberculosis disease causes thousands of
deaths worldwide and, currently, the used
drugs are either not enough or obsolete for its
treatment. Therefore, new compounds that
combat this disease are been seek. Thus, the
antituberculosis activity of the alkaloids
ocoxilonine (1), ocoteine (2), dicentrine (3)
and 1,2-methylenedioxy-3,10,11-trimethoxy
aporphine (4), isolated from Ocotea discolor
wood was evaluated. Their structures were
identified by analysis of nuclear magnetic
resonance spectroscopic data (NMR 1D — 'H,
BC, D — COSY, HSQC and HMBC), mass
spectra, and comparison with literature data.
All  the isolated compounds showed
antituberculosis activity, with a variation
range in the minimum inhibitory
concentration between 140 to 310 pM, being
ocoteine (2) the most active compound against
the virulent strain Mycobacterium
tuberculosis H37Rv.

Devido a que a tuberculose provoca milhares
de mortes em todo o mundo e a que,
atualmente os medicamentos usados sdo
inadequados ¢ obsoletos para o tratamento
desta doenca, ¢ preciso buscar novos
compostos que ajudem a combaté-la. Assim,
foi avaliada a atividade antituberculosis dos
alcaloides ocoxilonina (1), ocoteina (2),
dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-3,10,11-
trimetoxiaporfina (4), isolados a partir da
madeira de Ocotea discolor. Estas estruturas
foram identificadas pela elucidagdo dos dados
espectroscopicos (NMR 1D — 'H, “C, °D —
COSY, HSQC ¢ HMBC), espectros de massas
e por comparagdo com os dados da literatura.
Todos os compostos isolados demonstraram
atividade antituberculosis, com um intervalo
de variago na concentrag@o inibitoria minima
entre 140 e 310 uM, sendo a ocoteina (2) o
composto mais ativo contra a variedade
virulenta Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Palabras clave: Mycobacterium tubercolosis,
datos espectroscopicos, Ocoteina.
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Alcaloides aporfinicos con actividad antituberculosa aislados de Ocotea discolor Kunth (Lauraceae)

Introduccion

La tuberculosis (TB) es una infeccion bacteriana causada por
especies pertenecientes al complejo de Mycobacterium tuberculosis.
Actualmente constituye un problema de salud publica a nivel
mundial, con 10,4 millones de nuevos casos y 1,4 millones de
muertes, reportados para el 2015 ante la Organizacion Mundial de la
Salud (7). Los medicamentos anti-TB usados actualmente son poco
eficientes e involucran cuatro farmacos diferentes en su tratamiento,
por un periodo de 6 meses, razon por la cual se han hecho esfuerzos
para desarrollar medicamentos anti-TB mas efectivos.

Asi mismo, la infeccion con M. tuberculosis, resistente a los
medicamentos anti-TB, provoca un aumento del riesgo del fracaso
terapéutico, un aumento del tiempo y costo del tratamiento, asi como
de sus efectos secundarios. Aunque la bedaquilina, aprobada por la
FDA en 2013, se prescribe para el tratamiento de la tuberculosis
multi-drogorresistente, este medicamento produce serios efectos
secundarios como sindrome QT prolongado, disfuncion del higado y
aumento en el riesgo de muerte (2), razones que demuestran la falta
de desarrollo de nuevos agentes anti-TB que actlien a través de
nuevos mecanismos de accion para garantizar un régimen efectivo en
la proxima década (3).

Los productos naturales han sido una fuente importante de
nuevos esqueletos bioactivos para tratar la TB, por ejemplo, las
manzaminas, pleuromutilinas e hirsutelonas son utilizados en el
desarrollo de medicamentos anti-TB (4). Del mismo modo, estudios
previos sobre alcaloides aporfinicos aislados de especies de
Lauraceae como Ocotea macrophylla (5) y Rhodostemonodaphne
crenaticupula (6) han evidenciado una tendencia de actividad anti-
TB en estas especies. El género Ocotea es uno de los mas estudiados
dentro de la familia Lauraceae, siendo fuente de terpenos (7-9)
neolignanos y lignanos (/0-14), alcaloides aporfinicos (/5-17) y
bencilisoquinolinicos (/8, 19), ademas de compuestos fendlicos y
flavonoides (20-22). Los estudios de actividad biologica del género
han demostrado que estas especies poseen efectos antimicrobianos
(23-25), antiparasitarios (26), antitumorales y citotoxicos (19, 27,
28); estas ultimas debido a las propiedades de los compuestos
aislados en la inhibicion de la topoisomerasa I (29).

Como ya se menciond antes, entre las moléculas derivadas de
productos naturales que han mostrado tener actividad antituberculosa
prometedora, se destacan los alcaloides y, dentro de ellos, los
aporfinicos (30). Como el género Ocotea ha reportado ser productor
de este tipo de alcaloides, se escogio la especie Ocotea discolor para
su aislamiento y su posterior medicién de actividad antituberculosa.
En Colombia, la especie se encuentra en la cordillera central, a
alturas mayores a 1500 m s. n. m (31).

Debido a que no se ha publicado hasta el momento ningin
reporte fitoquimico o de actividad bioldgica para esta especie, se
describen aqui los compuestos de tipo alcaloide aporfinico aislados
de la madera y se presenta su efecto en el crecimiento de la bacteria
virulenta M. tuberculosis H37Rv.
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Materiales y métodos

Material vegetal

La madera de Ocotea discolor fue colectada en octubre de 2011, en
la via Duitama-Charala (Colombia). La especie fue determinada por
el bidlogo Adolfo Jara, del Herbario Nacional Colombiano. Un
espécimen se deposité en el Herbario Nacional Colombiano del
Instituto de Ciencias Naturales en la Universidad Nacional de
Colombia con el nimero COL 566243.

Extraccién y Aislamiento

La madera seca y molida de Ocotea discolor (1160 g) fue extraida
con etanol al 96% (v/v) a temperatura ambiente. La evaporacion del
solvente se hizo por destilacion a presion reducida quedando un
extracto de 41,7 g. Una parte del extracto (30 g) fue fraccionada por
cromatografia flash (FC) en silica gel 60 (Macherey-Nagel,
Alemania) y eluido con AcOiPr-MeOH-H,O (91:8:1) hasta 100% (v/
v) MeOH, dando 12 fracciones. La fraccion 8 (514 mg) fue
purificada por FC con CHCI;-MeOH (98:2), para obtener el
compuesto 1 (12 mg). La fraccion 9 (370 mg) fue purificada por
sucesivas FC con CHCIl,-MeOH (9:1-95:5), donde se obtuvo el
compuesto 2 (7 mg). De la fraccion 11 (1500 mg), por columnas
sucesivas con la fase movil AcOiPr-MeOH en diferentes
proporciones, se obtuvieron los compuestos 3 (30 mg) y 4 (20 mg).
Todos los solventes utilizados fueron grado analitico de la casa
Merck, Alemania.

Procedimiento experimental general

La rotacion optica fue medida en un polarimetro Bellingham &
Stanley ADP440+. Los espectros de RMN 'H y "*C, asi como los
espectros 2D (COSY, HMQC y HMBC) fueron tomados en un
equipo Bruker Avance™ 300 operado a 300 MHz para 'H y 75 MHz
para “C. Los desplazamientos quimicos estdn en & (ppm) y los
experimentos fueron registrados a temperatura ambiente en CDCl,
(Merck, Alemania). La cromatografia en capa delgada (TLC) fue
hecha en placas de silica gel 60 F,;, (Merck, Alemania); los
compuestos se visualizaron con el reactivo de Dragendorff, vapores
de iodo y luz UV (32).

Ensayo de actividad anti-TB

Se adaptoé del ensayo de microplato de 96 pozos con resazurina
(REMA), protocolo publicado por Martin ef al. (33). La cepa de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 9360) que se us6 como referencia
estandar para estudios de investigacion se cultivd a partir de
criopreservado en 10 mL de medio liquido Middlebrook 7H9 (BD).
Este fue suplementado con 0,2% (v/v) glicerol (Sigma), 0,05% (v/v)
Tween® 80 (Sigma) y 10% (p/v) albumina, dextrosa y catalasa
(ADC, BD) por incubacion a 37 °C en tubos falcons estériles de 50
mL con agitacion esporadica, durante 3-4 semanas. Posteriormente,
se cambid a medio liquido en las mismas condiciones.
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Se prepard una solucion stock de cada compuesto en DMSO
(Sigma) a una concentracién de 100 mg/mL. Los compuestos fueron
probados en cada microplato por diluciones seriadas empezando
desde 100 pg/mL con Middlebrook 7H9 (BD), suplementado con
0,2% de glicerol (Sigma), 0,05% de Tween® (Sigma) y 10% de
OADC (BD). Se utiliz6 agua estéril en los pocillos circundantes para
evitar la evaporacion del medio liquido; el ensayo se realizé por
duplicado. El cultivo de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 9360) crecid
en medio Middlebrook 7H10 (BD) a 37 °C, y antes del ensayo se
realizd un paso del cultivo en medio liquido Middlebrook 7H9. El
antibiotico rifampicina (Sigma) fue usado como control positivo. La
concentracion minima inhibitoria fue determinada visualmente como
la minima concentracién donde la bacteria no crecio.

Resultados y discusion

Los compuestos 1-4 fueron obtenidos como so6lidos cafés amorfos,
los cuales generaron un color naranja en TLC al revelarlos con el
reactivo de Dragendorff, lo que sugiere la presencia de alcaloides.
Los espectros de RMN 1D poseen una amplia similitud lo que
sugiere una serie de compuestos estructuralmente relacionados. El
espectro RMN 'H de 2 mostré hidrégenos de tipo aromatico y
alifatico; las sefiales en 6 3,20- 3,34 (1H, m, H-6a), 5 3,07-3,20 (1H,
m, H,-5), 8 2,46-2,55 (1H, m, H,-5), 6 3,11 (1H; dd; J= 4,3 y 14,0;
H,-7) y 8 2,74 (1H, d, J=14,0 Hz, H,-7), corresponden a sefiales
tipicas del ntcleo aporfinico (/7, 33), como se muestra en la Figura
L.

Figura 1. Nicleo aporfinico

Adicionalmente, se observaron las sefiales entre: 6 3,90-4,10 (s,
9H) correspondientes a 3 grupos metoxi, algunos multipletes de
grupos metilenos en 6 2,77-3,20; dos hidrégenos aromaticos en &
7,60 (s, H-8) y 8 6,77 (s, H-11), junto con dos singletes tipicos del
grupo metilendioxi en 6 5,93 (s, Ha) y & 6,08 (s, Hb) (/9). La
correlacion en el experimento COSY de H-4 con Hb-5 y las
correlaciones en HMBC de H-4 con C-3 y C-3a, Hb-5 con C-3a,
Hb-7 con C-1lc, H-8 con C-10 y C-11, H-11 con C-7a y C-9
permiten construir cuatro anillos de seis miembros, dos aromaticos
(A y D) y dos no aromaticos (B y C) (33-34), que en conjunto
permiten llegar a la estructura del compuesto 2. A través de la
comparacion con los datos reportados en literatura, 2 corresponde al
alcaloide ocoteina, el cual posee un centro asimétrico en la posicion
6a cuya configuracion fue inferida por el signo de la rotacion
especifica, igual al de otros alcaloides aporfinicos previamente
aislados, proponiendo asi que la configuracion relativa del centro 6a
es S (35-37).
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Para cada uno de los demas alcaloides aislados se reunid la
misma informacion previamente descrita, los datos espectroscopicos
se presentan en la Tabla 1 y las estructuras en la Figura 2.

R1 R2 R3 R4 RS

(1) CH; OCH; H OCH; OH
(2 CH; OCH; H OCH: H
@3 H H H OCH: H

4 H OCH; OCHs H H

Figura 2. Alcaloides aporfinicos aislados de Ocotea discolor

Los compuestos 1 (12 mg) y 2 (7,0 mg) fueron identificados
como ocoxilonina y ocoteina, respectivamente, los cuales fueron
previamente aislados de las hojas y corteza Ocotea acutifolia (19).
Los compuestos 3 (30 mg) y 4 (20 mg) fueron identificados como
dicentrina, y 1,2-metilendioxi-3, 10, 11-trimetoxiaporfina, aislados
de las especies Cassytha filiformis (37) y Cissampelos capensis (38).

Los resultados del ensayo de actividad anti-TB demuestran que
todos los alcaloides aislados de la madera de Ocotea discolor inhiben
en cierta medida el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv. El rango de los valores de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) se encuentra entre 140 y 310 uM, siendo la
ocoteina (2) el alcaloide mas activo con un valor de MIC de 50 pg/
mL (140 uM), mientras que los otros compuestos muestran menor
inhibicién (Tabla 2).

Una comparacion estructural con algunos alcaloides similares
tales como 3-metoxinordomesticina y leucoxina (3, 6), indican que la
presencia del benzodioxol es un requisito estructural necesario para
la actividad anti-TB. Adicionalmente, la lipofilicidad juega un papel
significativo en la actividad, ya que la presencia de grupos hidroxilo
cerca al anillo que contiene la sustitucion metilendioxi, reduce el
efecto anti-TB, como lo demuestra la comparacion de la actividad
entre la ocoxilonina (1) y la ocoteina (2).

No hay duda que los alcaloides aporfinicos con sustitucion
metilenodioxi muestran una tendencia de actividad anti-TB, como lo
demuestran no solamente los alcaloides de este estudio, sino también
3-metoxinordomesticina, leucoxina, piperolactama A 'y (-)-
nordicentrina (38-40).

Conclusiones

Los alcaloides ocoxilonina (1), ocoteina (2), dicentrina (3) y 1,2-
metilendioxi-3,10,11-trimetoxiaporfina (4) se aislaron por técnicas
cromatograficas de la madera de Ocotea discolor. Los datos
espectroscopicos y la comparacion con la literatura, permitieron
determinar inequivocamente su estructura quimica. El ensayo de
actividad anti-TB confirmo la actividad promisoria de los alcaloides
aporfinicos que presentan sustitucion metilenodioxi en alguno de los
anillos que conforman el nucleo basico de aporfina. La continuacion
de los estudios detallados de los alcaloides presentes en las especies
neotropicales de la familia Lauracea puede arrojar nuevos esqueletos
anti-TB que podrian constituir un punto de partida para el desarrollo
de nuevos principios activos contra la tuberculosis.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 22-27.
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Tabla 1. Datos de resonancia magnética nuclear *Hy °C para los cuatro alcaloides aporfinicos aislados de Ocotea discolor

1 (CD:0D) 2 (CDCLy) 3 (CDCLy) 4 (CD:0D)
no. 5 | on(J=Hz) | o | on(J=Hz) | o | on(J=Hz) | o. | ou(J=Hz)
1 145.7 - 143.6 148.4 — 143.8 —
2 136.4 ---- 135.1 129.5 — 134.7 —
3 140.9 B 139.3 109.8 6.56's 140.6 —
3a 119.6 — 117.6 120.8 — 126.0 —
4 241 | 2.70-2.82m | 22.6 | 277291 m | 29.6 |2.51-259m | 243 | 2.85298m
Ha 3.04- Ha 3.07-
3.18m 3.20 m
5 54.2 Hb 2.42- 52.9 b 2.46-55 545 |3.61-3.77m | 489 | 3.20-333m
2.54m m
6a 63.5 | 3.12t(14.1) | 62.1 |3.20-3.34m | 63.9 |3.02-3.15m | 543 | 2.83-295m
Ha 2.02- 2784 gy | HaZ60- gy 5 15603 72m
5| ges L2M4m | oo | (140 271 m
Hb 3.59 dd 3.11dd Hb 3.02- 3.08-3.15m
(43,14.1) (4.3, 14.0) 3.18m 08-3.
Ta 115,3 — 123.5 ---- 117.7 — 128.8 —
8 148.2 -—-- 110.0 7.60 s 112.9 6.94 s 113.1 | 6.88d(7.9)
9 136.7 ---- 1479 | - 148.8 — 1120 | 74d(7.9)
10 152.7 147.8 — 149.9 — 150.1 —
11 103.4 723 s 111.1 6.77 s 112.0 7.70's 148.0 —
lla 128.0 -—-- 126.8 — 1278 | - 127.6 —
11b 112.5 o 111.3 — 105.3 — 111.2 —
llc 127.9 - 126.8 — 124.7 — 123.8 —
N-Me | 43.7 2.59s 43.5 2.61s 439 242s 439 2.11s
1,20- Ha593S Ha593s Ha5.95s Ha 5.95s
CHx-O 1022 Hb 6.07 S 1006 Hb 6.08 s 102.2 Hb 6.09 s 102.2 Hb 6.09 s
30-CHs | 59.9 4.00 S 59.5 4.01s — — — —
90-CH; | 61.2 3.80S 55.9 391s 56.4 3.89s 56.8 3.88s
1((:)1_(1)3- 56.3 3.84S 56.1 3.90s 56.6 3.86s 56.5 3.86s
11 O-
|- 599 | 398

Tabla 2. Actividad antituberculosa in vitro de la ocoxilonina (1), ocoteina (2), dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-3,10,11-trimetoxiaporfina (4)

Compuestos Concentracion Minima
Inhibitoria frente a M.
tuberculosis H37Rv (uM)
1 240
2 260
3 140
4 310
Rifampicina 80 nM

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 22-27
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