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RESUMEN

Un extracto de alcaloides de la cor-
teza de Guatteria lehmannii presentd
actividad antimaldrica in vitro, se ais-
laron tres alcaloides aporfinicos. Nor-
nuciferina 1, Lysicamina 2 y Norneolit-
sina 3. Las estructuras s¢ determina-
ron por métodos e¢spectrales.

ABSTRACT

An alkaloid extract derived from the
bark of Guatiteria lehmannii demaosira-
ted antimalarial activity in vitre, and
three aporphine alkaloids nornuciferine
1. lysicamine 2 and porneolitsine 3
were isolated. The structures were €s-
tablished by spectral methods.

INTRODUCCION

Uno de los primeros compuestos na-
turales utilizados para el tratamiento
del paludismo fue la Quinina. alcaloi-
de de tipo quinolinico aislado de espe-
cies de Cinchona (1); luego, con el
descubrimiento de la artemisinina de
la planta Artemisia anaua (2). se
ingcrementd la bisqueda de compuestos

*Universidad EAFIT. A A, 3300 Medellin,
Colombia

**Universidad de Antiogua. Departamento de
Quimieca. AA. 1226, Medellin, Colombia.

naturales contra el paludismo. Dentro
de los alcaloides isoquinuiinicos, al-
gunas bisbencilisoquinolinas del tipo
tetrandrina v aporfinoides como la
xilopina han presentado una buena ac-
tividad antiplasmadica in vitro (3.4,5)
v otras como la fangchinolina, cordobi-
na, monterina y costarricina han ‘mos-
trado un buen efecto potenciador de la
cloroquina (3.4,6.7). En el presente tra-
bajo se evalta la actividad antimaléri-
ca de la fraccion de alcaloides presen-
tes en la especic Guarteria lehmannii ¥
se identifican tres alcalordes mayorita-
rios presentes en esa fraceion

PARTE EXPERIMENTAL
Material Vegetal.

La corteza de la planta, Guatteria
lehmannii, se colectd en la finca "Pri-
mavera" del municipio de Caldas, re-
gion suroriental del departamento de
Antioguia (Colombia) en mayo de 1996.
Un ejemplar se encuentra depositado
en el herbario de la Universidad de
Antioquia bajo ¢l namero LHHUA 103888.

Extraccion.

La corteza seca y molida (1870 g),
se humecté con solucion de hidréxido
de amonio al 3%. v luego s¢ extrajo
por percalacion en frio con diclorometa-
no hasta agotamiento. La solucion de
diclorometano se concentrd a presion
reducida a un volumen de 300 ml y
somelid a particion con dcido clorhi-
drico al 3%; la fase acuosa dcida se
filtra y alcalinizé con hidroxide de
amonio al 25% hasta pH 9 y posterior-
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mente los alcaloides base se extrajeron
con diclorometano. La solucion orgéni-
ca se seco sobre sulfato de sodio anhi-
dro, se filtrd ¥y concentro a presidn re-
ducida obteniéndose un residuo de
alcaloides totales terciarios (12.3 g)
denominado AT, Parte del extracto de
alcaloides totales AT se somelid a los
ensayos de actividad antimaldrica in
vitro en cepas de Plasmodium falcipa-
rum FCB-2.

Separacion cromatogrifica,

S¢ realizo por cromatografia en co-
lumna repetitiva a partir de 10 g de AT,
cluyendo con mezcla de diclorometano-
metanol (9:1), la cual permitid la sepa-
racion de tres fracciones que contenian
treés alcaloides mayoritarios. los cuales
fucron purificados por nuevas cromato-
grafias en columna y en capa preparativa.

Los alcaloides 1, 2 v 3 se identifica-
ron por métodos especlroschpicos.

Andlisis cromatogrifico y espectros-
chpico.

Los espectros '"H-RMN y "C-RMN
se realizaron en un aparato Brucker AC-
200 de 250 M1z ("HY v 30 MHz (“C).
empleando come selvente cloreformo
deuterado (CDCL). Las ¢cromatogralias
de columna se eleciuaron en silica Kie-
selge] 60 (Merck 7734) v 60 H (Merck
7736 ). Las cromatografias sobre capa
preparativa se levaron & cabo sobre
cromatoplacas Merck 7730,

Bioensayos.

Metodologia de los cultives i vitre
de Plasmodium falciparum, Las cepas
del Plasmodium falciparum FCB-2 ais-
ladas en Santa Fe de Bogold en ¢l Ins-
tituto Nacional de Salud. se tienen en
cultivo continuo en el Laboratorio de
Hemopardasitos deé la Universidad de
Antioquia. Son mantenidas en cajas de
Petri. en eritrocitos humanos O° a un
hematocrito del 3% v a las cuales se
les realiza diariamente los procedi-
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mientos que se requieren pura su man-
tenimiento, (8.9.10)

Condiciones experimentales del bio-
ensayo.

Los bioensayos con cultives conli-
nuos de Plasmodium falciparum se rea-
lizaron siguiendo el método de Rieck-
mann, Cruz Mancipe v Blair (8.9.10),
bajo las siguientes condiciones:

-Cepa FCB-2,

-lHematocrito del 5% con glébulos ro-
Jos O

-Parasitemia del 0.8% de Plasmodium
faleiparum mantenido en cultivo con-
tinuo. El ajuste de la parasitemia se
realiza por adicién de eritrocitos sa-
nos.

-Se utilizan microplacas de 96 pozoes.
Por cada experimento se realizaron dos
microplacas para obtener un niimero de
repeticiones estadisticamente signifi-
cativas. Las microplacas se distribu-
ven en 8§ filas (A, B, C. ete,.) y 12
columnas, de las cuales seé dejan dos
lilas v dos calumnpas como control.

-l lectura de la parasitemia se realiza
en extendidos coloreidos con Giemsa;
se cuenta en cada campo ¢l nomero de
pardsitos asexuados discriminados en
anillos, trofozoitos maduroes y esquizon-
tes con ¢l fin de obtener una parasite-
mia toral. Se evalban 11 campos gue
tengan aproximadamente 300 glébulos
rojos cada uno, luego se multiplica cada
una de los valores, de los diferentes
cstadios del pardsito per (res, s¢ su-
man y s¢ dividen por cien reportdndose
¢l resultado final en porcentaje de para-
sitemia (%P) (8.9).

-Las soluciones de prueba de los alca-
lotdes totales extraidos de Guartéria
lehmannii, se prepararon a concentra-
ciones de: 43.0. 21.5. 10.8, 5.38. 2.69.
[.34, 0.67, 034, 017, 0084, mg/
I00ml. en los cultivos in vitro.
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Caracteristicas de los compuestos
obtenidos.

Nornuciferina L: UV, &, nm.: 230,
272,310, |ee] =143 (e=0.98.C 11, OH).
Ms: M*281. 280 (100}, 266, 252, 237.
221, 165, 152.. '"H-RMN (CDCI,. 250
MHz)(8 en ppm):3.67 (OMe ¢n C-1, s),
3.93 (OMe en C-2. 5) 6.64. (H-3.5) 7.2-
‘8.4, (H-8.H-9.H-10. m).

Lysicamina: 2: U.V. 2, nm: 235,
270, 307, 400. ir (filme): 1675.cm™.,
'"H-RMN (CDCI,. 230 MHz)}(d en ppm):
4.01, (OMe en C-1, 8). 3.93. (OMe en
C-2, 8) 7.2-7.4 (H-3. s), 7.2-8.4, (H-
8,H-9,H-10, m).

Norneolitsina (Cryvptodorina) 3:
[a],: +61° (CHCL). U.V: & nm
(CH,OH): 283, 311, Ms: M* 309°(100).
Mt 134,35, 280, 279. 278. 25]. 230.
222., '"H-RMN:(CDCI. 250 MH#)(8 en
ppm): 6.1 (QOCH, 0O, C9-Cl10, 5). 6.0
{OCH,0 €T-€2. ddy. 7.23 {H-8. s.). 7.6
{ H-11. 5). 6.69 (H-3.5). 3.41 (2 H
en C-7. q), 3.94 (H-6a, dd). "C-NMR-
(€CDCL. 250 MHz) (& en ppm):100.68
(OCH,0) en C1-C2. 5). 101.2. (OCI1,0
en C9.C10. s).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la actividad antimala-
rica.

En la 1abla 1. las filas A. B. D, E,
G.H. L. J. L. M, O,y P, corresponden
2 los tratumientos con las soluciones
de Alcaloides totales. Las filas C, F.
K. y N, corresponden al control del
cultivo del parasito. al igual gue las
columnas 11 y 12 de todas las filas.

En la tabla 2;
Xp: Valores promedio del porcentaje
de parasitemia (%P} segun con-
centracion de alcaloides totales

(en mg/100 mL).

Xe¢: Valores promedio del porcentaje

de parasitemia de los cultivos con-
trol de Plasmodium falciparum.

Las columnas 11 y 12 también son
controles del cultive de Plasmodium
Jaleiparum. En esia tabla se reportan
los promedios de estas columnas, para
un total de 72 pozos control.

Analisis estadistico.

Cuando se hace la evaluacion del
electo de los alcaloides totales con el
control de pardsitos, se plantea una hi-
pétesis nula (Ho). las dos medias eran
iguales: y wuna hipdtesis altermativa
(Ha), la media de cada concentracion
cvaluada de los alcaloides totales era
menor que la media del control.

Se realizo asi ¢l andlisis estadistico
a eada concentracion de alcalpides lo-
tales. de¢ la corteza de Guatieria
lehmannii.

Compuaramos la actividad antiparasi-
taria de 12 pozos donde sc ¢valda la
concentracion de alcaloides totales de
43.0 mg/100 mL (430 ppm) contra los
72 pozos de control, Para los controles
s¢ presentd una media de 1.1238%P.
una mediana de 1.14%P v una desvia-
cidn estandar de 0.2285. se habia plan-
teado una hipotesis nula (o) que las
dos medias eran iguales. contra una
hipdtesis alternativa de que existia di-
ferencia entre la media de los pozos
control y la media de los pozos evalua-
dos. Para un nivel de significancia de
« = 0.05 implica que se rechaza la
hipétesis nula, es decir existe aclivi-
dad antiparasitaria ¢n los pozos eva-
luados con 43 mg/100 mL de alcaloi-
des totales de Guatteria lehmannii.

lgualmente se establece el andlisis
de comparacion de medias para las diez
diluciones de alcaloides totales contra
la media de los 72 pozos control.

Graficando el inverso del %P contra

la concentracion de AT y tomando como
maodelo una regresion lineal, con un
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Tabla 2. Valores promedios del porcentaje de parasitemia de los bioensayos con alcaloi-
des totales de G. lehmannii.

AT [43.0 | 21.5 | 10.8 | 5.38 | 2.6%9 | 1.34 | 0.67 | 0.34 | 0.17 | 0.08 | 11 12
Xp |0.06 | 011 [ 034 | 055 | 0.84 [ O.88 | 0.92 | L.o4 | L0l | 1.ON
Xe | 1,26 | 1.06 | 099 | 1.05 | 1.03 | 110 [ 1.09 [ .18 | L.06 | L.10 | 1.21 | 1.12

intercepto de -1.3094 y una pendiente
de 2.6554 encontramos que para que el
porcentaje de parasitemia (%P) sc re-
duzca de 0.8%P al 50% o sea a 0.4%P
s¢ necesita una dosis efectiva (ED,))
de 53.29 ppm.

Quimica de los alcaloides encontra-
dos

Los alcaloides totales presentes en
la corteza de Guartteria lehmannii re-
presentan un 0.66% del material vege-
tal. La figura 1 muestra la estructura
de los tres alcaloides mayoritarios en-
contrados.

Alcaloide 1. Este compuesto s¢ ais-
I6 en forma amorfa de una de las tres
fracciones; responde a la férmula mo-
lecular bruta C _H /NO,, para un peso
molecular 281.14 uma, determinada a
partir de los datos espectrales.

En el espectro de RMN-'H carece de

confirma la ausencia de N-Metilo; pre-
senta ademas dos singletes a 3.67 y
3.93 ppm quc integran para tres hidré-
genos cada uno. atribuidos a dos grupos
metoxilos. Este espectro también pre-
senta sefiales entre 7.2 y 8.4 ppm, ca-
racteristicas de aporfinas (8,9). El'com-
puesto 1 ¢s una Noraporfina que posee
dos grupos metoxilos y el anille D no
estd sustituido. A campo bajo se obser-
va un singlete que integra para un pro-
ton el cual se asigna al H-3, un
multiplete entre 7.2-7.4 de los protones
H-8. H-9, y H-10, y finalmente un
doblete a 8.4 ppm (j=8 Hz) del proton
H-11. Los datos espectroscopicos obte-
nidos para el compuesto 1, son idénti-
cos a los reportados en la literatura
para la Nornuciferina (8,9). La identi-
dad de este compuesto se corrobord por
comparacidén con una muestra auténtica
en ccd. Esta aporfina ha sido reportada
en otras familias como Magnoliaceae
(Liriodendron, Magnolia), Nyvmphea-
ceae (Nelumbo), Rlramnaceae (Colubri-

scilales alrededor de 2.5 ppm, lo que  na, Ziziphus), Menispermaceae (Chas-
MeO 0
MeO N-H
Nornuciferinai Lisicamina2
Norncohtsina 3

Figura 1. Alcaloides mayoritarios aislados de la corteza de Guatteria lehmannii,
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manthera). Monimiaceae(Laurelia): en
la familia Annonaceae los géneros
Polvalthia, Xylopia, Hexalobus, Sche-
SMeromitra, Enantia, dnnona ¢ fsolona
(9.10.11). v dentro del género Guatteria
en las especies G, chrysopetala. G
onrégou ¥ G. sagotiana (12).

Alcaloide 2. Esta sustancia posce
un peso molecular de 291.09 uma para
una formula molecular C H NO,. Se
obtuvo-en una de las fracciones: su na-
turaleza oxoaporfinica se sospecha por
su comportamiento en solucién cloro-
formica y en medio acido. Al observar-
sealaluz UV, la solucién cloroférmica
presenta fluorescencia amarilla verdo-
sa (13) ¥ en medio acido una colora-
cién roja oscura. El espectro de RMN-
'H presenta dos seiiales a 4.01 y 3.95
ppm atribuibles a dos grupos metoxilos
ubicados en las posiciones | ¥ 2, y una
serie de sedales entre 7.1 v 9.1 ppm de
hidrogenos aromaticos confirmando que
el anillo D no estd sustituido (8). El
andlisis del espectro COSY 'H-'H pre-
senta el acoplamiento entre las senales
a 7.5 y 8.6 ppm correspondiente a los
protones H-4 vy -3, ademds los aco-
plamicntos entre los protones H-10 y
H-11. Los datos espectrales del com-
puesto 2 son compatibles con la es-
tructura de la Lysicamina (8,9) confir-
mada por ced con una muestra auténti-
ca. La Lysicamina se¢ aislé por primera
vez de Lysichiton (Araceae), v ha sido
reportada en las familias Menisperma-
ceae (Stephania, Abuta, Chasmanthera,
Telitoxicum), Rhamnaceae (Colubrina),
Magneliaceae (Liriodendron), y en
Anonnaceae (Annona. Enantia,
Guatteria. Polyalthia). También se re-
porta su sintesis (9,10,11).

Alcaloide 3. Obtenido en forma
amorfa. posee un peso molecular 309.10
uma para una formula molecular
C H NO, deducida en base a los datos
espectrales.
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E) espectro RMN-'H del compuesto
3, sugicre la presencia de una Norapor-
Fina con dos grupes metilendioxi. lo
cual se confirma por las dos seiales
que aparecen a 100.68 y 101,02 ppm
en ¢l espectro DEPT de RMN-YC,

2] analisis del espectro RMN-'H nos
permile proponer para el compuesto 3
la estructura de la Cryptodorina (8.9),
ya que en efecto se observa un cuarteto
1 341 ppm atribuido a los protones
H-7. un doble doblete centrado a 3.94
ppm del proton 6a. Igualmente se ob-
serva en esle espectro las senales para
los dos grupos metilendioxi a 6.0 y 6.1
ppm. ademas tres singletes a 6.69, 7.23
y 7.6 ppm para tres prolones aromati-
cas. Por los valores de los datos espec-
trales se puede postular que uno de los
grupoes metilendioxi estd ubicado en las
posiciones C-1 y C-2 de la molécula
(8.9), por lo que uno de los singletes
puede atribuirse al H-3 (6.69 ppm). el
segundo grupo metilendioxi se debe si-
luar necesariamente en las posiciones
-9 v C-10, para que los dos singletes
restantes se ubiquen en las posiciones
C-8 (7.23 ppm) y C-11 (7.6 ppm) del
compuesto. Este alcaloide aporfinico
fue reportado por primera vez por Bick
.. et al (10) aislado de Cryptocaria
odorata (Lauraceae), mas tarde se re-
portd en el género Lawrus (11); esta es
la primera vez que se reporta en la
familia Annonaceae.
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