
Rev.Colomb.Quim.2015,44(3),18-23.

Lady T4 Albarracín-p Oscar J4 Patiño-p Juan D4 Guzman0p Neelu Begum7p Timothy D4
McHugh7p Luis E4 Cuca-p Mónica C4 Ávila-pv

fLaboratorio de Envestigación en Productos Naturales Vegetalesy éepartamento de Químicay çacultad de úienciasy Universidad Nacional de úolombiay
YY fKKw7y úarrera R7 N° K@k7Ry µogotáy úolombiaq

Méepartamento de Química y µiologíay éivisión de úiencias µásicasy Universidad del Nortey km @ vía Puerto úolombiay µarranquilla 7hf77Ty úolombiaq
Rúenter for úlinical Microbiologyy éepartment of Enfectiony Royal çree úampusy University úollege Londony Londony U6q

vAutor para correspondencia: mcavilamSunalqeduqco

Recibidox MK de çebrero de M7fTq Yceptadox f7 de Mayo de M7fTq

Alcaloides aporfínicos con
actividad antituberculosa
aislados de Ocotea discolor
Kunth (Lauraceae)
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antitubercular activity
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discolor Kunth (Lauraceae)

Alcalóides aporfirínicos
com atividade
antituberculosa isolados de
Ocotea discolor Kunth
(Lauraceae)

Abstract Resumo

Tuberculosis disease causes thousands of
deaths worldwide andy currentlyy the used
drugs are either not enough or obsolete for its
treatmentq Thereforey new compounds that
combat this disease are been seekq Thusy the
antituberculosis activity of the alkaloids
ocoxilonine B-áy ocoteine B0áy dicentrine B7á
and fyMkmethylenedioxykRyf7yffktrimethoxy
aporphine B4áy isolated from Ocotea discolor
wood was evaluatedq Their structures were
identified by analysis of nuclear magnetic
resonance spectroscopic data BNMR fé – fêy
fRúy Mé – úOSYy êSQú and êMµúáy mass
spectray and comparison with literature dataq
Yll the isolated compounds showed
antituberculosis activityy with a variation
range in the minimum inhibitory
concentration between fK7 to Rf7 µMy being
ocoteine B0á the most active compound against
the virulent strain Mycobacterium
tuberculosis êRTRvq

La tuberculosis causa miles de muertes a nivel
mundial yy actualmentey los fármacos usados
no son suficientes y en ocasiones son
obsoletos para su tratamientoq Por tantoy se
hace necesaria la búsqueda de nuevos
compuestos que ayuden a combatirlaq Se
evaluó la actividad antituberculosis de los
alcaloides ocoxilonina B-áy ocoteina B0áy
dicentrina B7á y fyMkmetilendioxikRy f7yffk
trimetoxiaporfina B4áy aislados de la madera
de Ocotea discolorq Las estructuras fueron
identificadas por medio del análisis de los
datos espectroscópicos de resonancia
magnética nuclear BNMR fé – fêy fRúy Mé –
úOSYy êSQú y êMµúáy espectros de masas
y comparación con datos de la literaturaq
Todos los compuestos aislados demostraron
actividad antituberculosay con un rango de
variación en la concentración mínima
inhibitoria entre fK7 y Rf7 µMy siendo la
ocoteina B0á la más activa contra la cepa
virulenta de Mycobacterium tuberculosis
êRTRvq

éevido a que a tuberculose provoca milhares
de mortes em todo o mundo e a quey
atualmente os medicamentos usados são
inadequados e obsoletos para o tratamento
desta doençay é preciso buscar novos
compostos que ajudem a combatêklaq Yssimy
foi avaliada a atividade antituberculosis dos
alcaloides ocoxilonina B-áy ocoteina B0áy
dicentrina B7á y fyMkmetilendioxikRyf7yffk
trimetoxiaporfina B4áy isolados a partir da
madeira de Ocotea discolorq ãstas estruturas
foram identificadas pela elucidação dos dados
espectroscópicos BNMR fé – fêy fRúy Mé –
úOSYy êSQú e êMµúáy espectros de massas
e por comparação com os dados da literaturaq
Todos os compostos isolados demonstraram
atividade antituberculosisy com um intervalo
de variação na concentração inibitória mínima
entre fK7 e Rf7 μMy sendo a ocoteína B0á o
composto mais ativo contra a variedade
virulentaMycobacterium tuberculosis êRTRvq
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Alcaloides aporfínicos con actividad antituberculosa aislados de Ocotea discolor Kunth (Lauraceae)

Introducción

–a tuberculosis -Tká es una infección bacteriana causada por
especies pertenecientes al complejo de Mycobacterium tuberculosisq
Yctualmente constituye un problema de salud pública a nivel
mundialí con 3DíE millones de nuevos casos y 3íE millones de
muertesí reportados para el QD3; ante la Organización Mundial de la
Salud -1áq –os medicamentos antiéTk usados actualmente son poco
eficientes e involucran cuatro fármacos diferentes en su tratamientoí
por un periodo de I mesesí razón por la cual se han hecho esfuerzos
para desarrollar medicamentos antiéTk más efectivosq

Ysí mismoí la infección con M. tuberculosisí resistente a los
medicamentos antiéTkí provoca un aumento del riesgo del fracaso
terapéuticoí un aumento del tiempo y costo del tratamientoí así como
de sus efectos secundariosq Yunque la bedaquilinaí aprobada por la
%VY en QD3xí se prescribe para el tratamiento de la tuberculosis
multiédrogorresistenteí este medicamento produce serios efectos
secundarios como síndrome QT prolongadoí disfunción del hígado y
aumento en el riesgo de muerte -2áí razones que demuestran la falta
de desarrollo de nuevos agentes antiéTk que actúen a través de
nuevos mecanismos de acción para garantizar un régimen efectivo en
la próxima década -3áq

–os productos naturales han sido una fuente importante de
nuevos esqueletos bioactivos para tratar la Tkí por ejemploí las
manzaminasí pleuromutilinas e hirsutelonas son utilizados en el
desarrollo de medicamentos antiéTk -4áq Vel mismo modoí estudios
previos sobre alcaloides aporfínicos aislados de especies de
–auraceae como Ocotea macrophylla -5á y Rhodostemonodaphne
crenaticupula -6á han evidenciado una tendencia de actividad antié
Tk en estas especiesq 9l género Ocotea es uno de los más estudiados
dentro de la familia –auraceaeí siendo fuente de terpenos -7é9á
neolignanos y lignanos -10é14áí alcaloides aporfínicos -15é17á y
bencilisoquinolínicos -18, 19áí además de compuestos fenólicos y
flavonoides -20é22áq –os estudios de actividad biológica del género
han demostrado que estas especies poseen efectos antimicrobianos
-23é25áí antiparasitarios -26áí antitumorales y citotóxicos -19í 27í
28áJ estas últimas debido a las propiedades de los compuestos
aislados en la inhibición de la topoisomerasa 8 -29áq

™omo ya se mencionó antesí entre las moléculas derivadas de
productos naturales que han mostrado tener actividad antituberculosa
prometedoraí se destacan los alcaloides yí dentro de ellosí los
aporfínicos -30áq ™omo el género Ocotea ha reportado ser productor
de este tipo de alcaloidesí se escogió la especie Ocotea discolor para
su aislamiento y su posterior medición de actividad antituberculosaq
9n ™olombiaí la especie se encuentra en la cordillera centralí a
alturas mayores a 3;DD m sq nq m -31áq

Vebido a que no se ha publicado hasta el momento ningún
reporte fitoquímico o de actividad biológica para esta especieí se
describen aquí los compuestos de tipo alcaloide aporfínico aislados
de la madera y se presenta su efecto en el crecimiento de la bacteria
virulentaM. tuberculosis ®xCRvq
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Material vegetal

–a madera de Ocotea discolor fue colectada en octubre de QD33í en
la vía Vuitamaé™haralá -™olombiaáq –a especie fue determinada por
el biólogo Ydolfo °araí del ®erbario Nacional ™olombianoq Un
espécimen se depositó en el ®erbario Nacional ™olombiano del
8nstituto de ™iencias Naturales en la Universidad Nacional de
™olombia con el número ™O– ;IIQExq

Materiales y métodos

Extracción y Aislamiento

–a rotación óptica fue medida en un polarímetro kellingham M
Stanley YVPEEDhq –os espectros de RMN 3® y 3x™í así como los
espectros QV -™OSYí ®MQ™ y ®Mk™á fueron tomados en un
equipo kruker Yvance™ xDD operado a xDD M®z para 3® y C; M®z
para 3x™q –os desplazamientos químicos están en δ -ppmá y los
experimentos fueron registrados a temperatura ambiente en ™V™lx
-Merckí Ylemaniaáq –a cromatografía en capa delgada -T–™á fue
hecha en placas de silica gel ID %Q;E -Merckí YlemaniaáJ los
compuestos se visualizaron con el reactivo de Vragendorffí vapores
de iodo y luz UV -32áq

Ensayo de actividad anti-TB

Se adaptó del ensayo de microplato de 7I pozos con resazurina
-R9MYáí protocolo publicado por Martin et alq -33áq –a cepa de M.
tuberculosis ®xCRv -YT™™ 7xIDá que se usó como referencia
estándar para estudios de investigación se cultivó a partir de
criopreservado en 3D m– de medio líquido Middlebrook C®7 -kVáq
9ste fue suplementado con DíQz -v/vá glicerol -Sigmaáí DíD;z -v/vá
Tween® HD -Sigmaá y 3Dz -p/vá albuminaí dextrosa y catalasa
-YV™í kVá por incubación a xC °™ en tubos falcons estériles de ;D
m– con agitación esporádicaí durante xéE semanasq Posteriormenteí
se cambió a medio líquido en las mismas condicionesq

–a madera seca y molida de Ocotea discolor -33ID gá fue extraída
con etanol al 7Iz -v/vá a temperatura ambienteq –a evaporación del
solvente se hizo por destilación a presión reducida quedando un
extracto de E3íC gq Una parte del extracto -xD gá fue fraccionada por
cromatografía flash -%™á en silica gel ID -MachereyéNagelí
Ylemaniaá y eluído con YcOiPréMeO®é®QO -73RHR3á hasta 3DDz -v/
vá MeO®í dando 3Q fraccionesq –a fracción H -;3E mgá fue
purificada por %™ con ™®™lxéMeO® -7HRQáí para obtener el
compuesto 1 -3Q mgáq –a fracción 7 -xCD mgá fue purificada por
sucesivas %™ con ™®™lxéMeO® -7R3–7;R;áí donde se obtuvo el
compuesto 2 -C mgáq Ve la fracción 33 -3;DD mgáí por columnas
sucesivas con la fase móvil YcOiPréMeO® en diferentes
proporcionesí se obtuvieron los compuestos 3 -xD mgá y 4 -QD mgáq
Todos los solventes utilizados fueron grado analítico de la casa
Merckí Ylemaniaq

Procedimiento experimental general



Albarracín, L. T.; Patiño, O. J.; Guzman, J. D.; Begum, N.; McHugh, T. D.; Cuca, L. E.; Ávila, M. C.

24 Rev. Colomb. Quim. 2017w 46 Bí%w vv®vRy

Se preparó una solución stock de cada compuesto en xMSO
BSigma% a una concentración de éCC mgAmLy Los compuestos fueron
probados en cada microplato por diluciones seriadas empezando
desde éCC µgAmL con Middlebrook RP° BFx%w suplementado con
Cwvµ de glicerol BSigma%w CwC;µ de Tween® BSigma% y éCµ de
Oúx: BFx%y Se utilizó agua estéril en los pocillos circundantes para
evitar la evaporación del medio líquidoj el ensayo se realizó por
duplicadoy –l cultivo de M. tuberculosis PíRRv BúT:: °íEC% creció
en medio Middlebrook RPéC BFx% a íR °:w y antes del ensayo se
realizó un paso del cultivo en medio líquido Middlebrook RP°y –l
antibiótico rifampicina BSigma% fue usado como control positivoy La
concentración mínima inhibitoria fue determinada visualmente como
la mínima concentración donde la bacteria no crecióy

Los compuestos 1®4 fueron obtenidos como sólidos cafés amorfosw
los cuales generaron un color naranja en TL: al revelarlos con el
reactivo de xragendorffw lo que sugiere la presencia de alcaloidesy
Los espectros de RMN éx poseen una amplia similitud lo que
sugiere una serie de compuestos estructuralmente relacionadosy –l
espectro RMN éP de 2 mostró hidrógenos de tipo aromático y
alifáticoj las señales en δ íwvC® íwíq BéPw mw P®Ea%w δ íwCR®íwvC BéPw
mw Pé®;%w δ vwqE®vw;; BéPw mw Pv®;%w δ íwéé BéPj ddj Já qwí y éqwCj
Pé®R% y δ vwRq BéPw dw JáéqwC Pzw Pv®R%w corresponden a señales
típicas del núcleo aporfínico B17w 33%w como se muestra en la 8igura
éy

údicionalmentew se observaron las señales entreh δ íw°C®qwéC Bsw
°P% correspondientes a í grupos metoxiw algunos multipletes de
grupos metilenos en δ vwRR–íwvCj dos hidrógenos aromáticos en δ
RwEC Bsw P®6% y δ EwRR Bsw P®éé%w junto con dos singletes típicos del
grupo metilendioxi en δ ;w°í Bsw Pa% y δ EwC6 Bsw Pb% B19%y La
correlación en el experimento :OSY de P®q con Pb®; y las
correlaciones en PMF: de P®q con :®í y :®íaw Pb®; con :®íaw
Pb®R con :®éécw P®6 con :®éC y :®ééw P®éé con :®Ra y :®°
permiten construir cuatro anillos de seis miembrosw dos aromáticos
Bú y x% y dos no aromáticos BF y :% B33®34%w que en conjunto
permiten llegar a la estructura del compuesto 2y ú través de la
comparación con los datos reportados en literaturaw 2 corresponde al
alcaloide ocoteinaw el cual posee un centro asimétrico en la posición
Ea cuya configuración fue inferida por el signo de la rotación
específicaw igual al de otros alcaloides aporfínicos previamente
aisladosw proponiendo así que la configuración relativa del centro Ea
es S B35®37%y

Para cada uno de los demás alcaloides aislados se reunió la
misma información previamente descritaw los datos espectroscópicos
se presentan en la Tabla é y las estructuras en la 8igura vy

Resultados y discusión

Figura 1. Núcleo aporfínico

R1 R2 R3 R4 R5

(1) :Pí O:Pí P O:Pí OP

(2) :Pí O:Pí P O:Pí P

(3) P P P O:Pí P

(4) P O:Pí O:Pí P P

Figura 2. Alcaloides aporfínicos aislados de Ocotea discolor

Los compuestos 1 Bév mg% y 2 BRwC mg% fueron identificados
como ocoxilonina y ocoteinaw respectivamentew los cuales fueron
previamente aislados de las hojas y corteza Ocotea acutifolia B19%y
Los compuestos 3 BíC mg% y 4 BvC mg% fueron identificados como
dicentrinaw y éwv®metilendioxi®íw éCw éé®trimetoxiaporfinaw aislados
de las especies Cassytha filiformis B37% y Cissampelos capensis B38%y

Los resultados del ensayo de actividad anti®TF demuestran que
todos los alcaloides aislados de la madera de Ocotea discolor inhiben
en cierta medida el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
PíRRvy –l rango de los valores de la concentración mínima
inhibitoria BMI:% se encuentra entre éqC y íéC µMw siendo la
ocoteina B2% el alcaloide más activo con un valor de MI: de ;C µgA
mL BéqC µM%w mientras que los otros compuestos muestran menor
inhibición BTabla v%y

Una comparación estructural con algunos alcaloides similares
tales como í®metoxinordomesticina y leucoxina B5, 6%w indican que la
presencia del benzodioxol es un requisito estructural necesario para
la actividad anti®TFy údicionalmentew la lipofilicidad juega un papel
significativo en la actividadw ya que la presencia de grupos hidroxilo
cerca al anillo que contiene la sustitución metilendioxiw reduce el
efecto anti®TFw como lo demuestra la comparación de la actividad
entre la ocoxilonina B1% y la ocoteina B2%y

No hay duda que los alcaloides aporfínicos con sustitución
metilenodioxi muestran una tendencia de actividad anti®TFw como lo
demuestran no solamente los alcaloides de este estudiow sino también
í®metoxinordomesticinaw leucoxinaw piperolactama ú y B®%®
nordicentrina B38®40%y

Conclusiones

Los alcaloides ocoxilonina B1%w ocoteina B2%w dicentrina B3% y éwv®
metilendioxi®íwéCwéé®trimetoxiaporfina B4% se aislaron por técnicas
cromatográficas de la madera de Ocotea discolory Los datos
espectroscópicos y la comparación con la literaturaw permitieron
determinar inequívocamente su estructura químicay –l ensayo de
actividad anti®TF confirmó la actividad promisoria de los alcaloides
aporfínicos que presentan sustitución metilenodioxi en alguno de los
anillos que conforman el núcleo básico de aporfinay La continuación
de los estudios detallados de los alcaloides presentes en las especies
neotropicales de la familia Laurácea puede arrojar nuevos esqueletos
anti®TF que podrían constituir un punto de partida para el desarrollo
de nuevos principios activos contra la tuberculosisy
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1 (CD3OD) 2 (CDCl3) 3 (CDCl3) 4 (CD3OD)
no. δc δH (J=Hz) δc δH (J=Hz) δc δH (J=Hz) δc δH (J =Hz)
1 145.7 ---- 143.6 148.4 ---- 143.8 ----
2 136.4 ---- 135.1 129.5 ---- 134.7 ----
3 140.9 ---- 139.3 109.8 6.56 s 140.6 ----
3a 119.6 ---- 117.6 120.8 ---- 126.0 ----
4 24.1 2.70-2.82 m 22.6 2.77-2.91 m 29.6 2.51-2.59 m 24.3 2.85-2.98 m

5 54.2

Ha 3.04-
3.18 m

52.9

Ha 3.07-
3.20 m

54.5 3.61-3.77 m 48.9 3.20-3.33 m
Hb 2.42-
2.54 m

Hb 2.46-.55
m

6a 63.5 3.12 t (14.1) 62.1 3.20-3.34 m 63.9 3.02-3.15 m 54.3 2.83-2.95 m

7 26.5

Ha 2.02-
2.14 m

33.5

2.74 d
(14.0)

34.5
Ha 2.60-
2.71 m

34.5 3.60-3.72 m

Hb 3.59 dd
(4.3, 14.1)

3.11 dd
(4.3, 14.0)

Hb 3.02-
3.18 m

3.08-3.15 m

7a 115,3 ---- 123.5 ---- 117.7 ---- 128.8 ----
8 148.2 ---- 110.0 7.60 s 112.9 6.94 s 113.1 6.88 d (7.9)
9 136.7 ---- 147.9 ----- 148.8 ---- 112.0 7.4 d (7.9)
10 152.7 147.8 ---- 149.9 ---- 150.1 ----
11 103.4 7.23 s 111.1 6.77 s 112.0 7.70 s 148.0 ----
11a 128.0 ---- 126.8 ---- 127.8 ----- 127.6 ----
11b 112.5 ---- 111.3 ---- 105.3 ---- 111.2 ----
11c 127.9 ---- 126.8 ---- 124.7 ---- 123.8 ----
N-Me 43.7 2.59 s 43.5 2.61 s 43.9 2.42 s 43.9 2.11 s
1,2 O-
CH2-O

102.2
Ha 5.93 S

100.6
Ha 5.93 s

102.2
Ha 5.95 s

102.2
Ha 5.95 s

Hb 6.07 S Hb 6.08 s Hb 6.09 s Hb 6.09 s
3 O-CH3 59.9 4.00 S 59.5 4.01 s ---- ---- ---- ----
9 O-CH3 61.2 3.80 S 55.9 3.91 s 56.4 3.89 s 56.8 3.88 s
10 O-
CH3

56.3 3.84 S 56.1 3.90 s 56.6 3.86 s 56.5 3.86 s

11 O-
CH3

---- ---- ---- ---- ---- ---- 59.9 3.98 s

Tabla 1. Datos de resonancia magnética nuclear 1H y 13C para los cuatro alcaloides aporfínicos aislados de Ocotea discolor

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

Compuestos Concentración Mínima
Inhibitoria frente aM.
tuberculosis H37Rv (µM)

1 240

2 260

3 140

4 310

Rifampicina 80 nM
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