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RESUMEN

En el desarrollo de estudios etnobotinicos o quimiotaxondmicos en bsqueda de sustancias biol6gicamente
activas con efectos antiparasitarios a partir de plantas colombianas de la familia Annonaceae, fue observada
la actividad antiplasmodial sustancial para los extractos de acetato de etilo de tallos de Rollinia pittieri'y
Pseudomalmea boyacana (Annonaceae). Los alcaloides aislados a partir de éstas fueron estudiados. De los
compuestos, liriodenina presenté la mayor actividad contra las cepas de Plasmodium falciparum, sensible
y resistente a cloroquina (CI,, = 8.0-10,0 ug/ml). Igualmente fue evaluada la capacidad de inhibicién
de la formacién de la B-hematina (IfB-h) a los metabolitos aislados. O-metilmoschatolina y melosmina
presentaron porcentajes de inhibicién mayor del 96% cuando fueron evaluados a una concentracién de 2
mg/ml. Algan grado de actividad citotdxica fue observada en todos los alcaloides oxoaporfinicos aislados
contra células U-937.

Palabras clave: actividad antiplasmodial, Annonaceae, plantas colombianas y alcaldaloides
aporfinicos.

ABSTRACT

In the course of from ethnobotanical or chemotaxonomical studies on biologically active substances with
antiparasitic effects from Anonaceae colombian plants, substantial antiplasmodial activity was observed
from the ethyl acetate extract of the stem of Rollinia pittieri and Pseudomalmea boyacana (Annonaceae),
the alkaloids isolated from these were studied. Of the alkaloids, liriodenine exhibited the highest activity
against chloroquine sensitive and chloroquine resistant strains of Plasmodium falciparum (CI,, = 8.0-10.0
wug/ml). In addition, inhibition of B-hematin formation (Iff-h) by isolated compounds was evaluated
(IfB-h). O-methylmoschatoline and melosmine showed inhibition percentage >96% at 2 mg/ml. Some
degree of cytotoxic to U-937 cells activity was observed by oxoporphine alkaloids.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad producida por
pardsitos del género Plasmodium. Segun cilculos
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
anualmente ocurren entre 300 y 500 millones de
casos clinicos de la enfermedad, de los cuales 1,5 a
2,7 millones son mortales; ademas, 2.400 millones
de personas viven en regiones de alto riesgo para
su transmision, lo que hace de esta enfermedad la
principal causa de morbilidad y mortalidad en 90
paises ubicados en las regiones tropicales y subtro-
picales del mundo, especialmente al sur del Sahara
en Africa, el sudeste de Asia y Latinoamérica (1).

El tratamiento de la malaria se ha realizado con
diversos medicamentos que actiian sobre estadios
eritrociticos del parisito, entre los que se encuen-
tran la quinina, un alcaloide aislado a partir de
especies del género Cinchona (Rubiaceae) y otros
derivados sintéticos desarrollados posteriormente
como mefloquina y cloroquina (2). El descubri-
miento reciente mis importante es la artemisinina,
una sesquiterpen lactona obtenida de Artemisia
annua (Asteraceae) y el desarrollo de sus deriva-
dos, el artemether y el artesunato, medicamentos
de ripida accién y efectivos contra cepas de P,
falciparum resistentes a multiples medicamentos
(3). Sin embargo, la actividad de la artemisinina y
sus derivados se ve afectada por su baja solubilidad
y pobre biodisponibilidad. Ademds, aunque los
derivados presentan una mejor absorcién, ripida
accién y mayor efectividad contra P. falciparum
multirresistente, ocasionan citotoxicidad y acarrean
efectos adversos importantes (4,5). No obstante,
el tratamiento de la malaria es atin uno de los ma-
yores retos para los programas de control debido
al fenémeno de resistencia del parisito contra los
medicamentos, que ha llevado a desarrollar nuevos
compuestos antimalaricos que permitan mejorar el
control de la enfermedad.

En un tamizaje preliminar (6), los extractos de
acetato de etilo de tallos de Rollinia pittieri Saft. y
Pseudomalmea boyacana (J.F. Macbr.) Chatrou.,
presentaron actividad antiplasmodial in vitro a
concentraciones de 8 ug/ml contra cepas de Plasmo-
dium falciparum sensibles (F32) y resistentes (W2)
ala cloroquina. Ademads, ambas especies de plantas
presentaron el mayor indice de selectividad cuando
fue comparada la actividad antiparasitaria contra la
actividad citotdxica sobre células U-937.

El propésito del presente trabajo fue profundizar
en el estudio de estas plantas y dirigir la basqueda
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hacia las moléculas responsables de la actividad
bioldgica. Se describe el aislamiento biodirigido
por actividad de cinco alcaloides a partir de tallos
de R. pittieri y P. boyacana y la actividad bioldgica
in vitro de estos compuestos contra dos cepas de P,
falciparum. Igualmente fue evaluada la capacidad
de inhibicién de la formacién de la B-hematina,
sustancia sintética e idéntica a la hemozoina (pig-
mento maldrico). Una de las hipdtesis mayormente
aceptadas es que la cloroquina y otros antimaldricos
quinolinicos actan inhibiendo la formacién de la
hemozoina; por lo tanto, este proceso permanece
como blanco atractivo para la basqueda de nuevos
compuestos antimaldricos (7). También es repor-
tada la actividad citotdxica de los cinco compuestos
contra células U-937.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las especies R. pittieri y P. boyacana fueron
colectadas desde su hibitat natural en el corregi-
miento de Lomas Aisladas, Municipio de Turbo
(Antioquia, Colombia). Las muestras de herbario
fueron determinadas por M.Sc. Fernando Alzate (A
1072y A 1039, respectivamente) y depositadas en el
Herbario de la Universidad de Antioquia (HUA),
Medellin-Colombia.

Extraccion y aislamiento

El material vegetal seco y molido de R. pittieri
(2,7kg) y P. boyacana (3,1 kg) fue desengrasado con
n-hexano durante un periodo de 2,5 dias. Una vez
comprobada la actividad antiparasitaria de la frac-
cién alcaloidal de R. pittieri (2,8 g) se aislaron dos
compuestos, O-metilmoschatolina [1] y melosmina
[2]. La fraccién alcaloidal de P. boyacana (3,1 g) se
someti6 a fraccionamiento por cromatografia en gel
(Sephadex LH-20). El proceso dio como resultado
el aislamiento de liriodenina [3], atherospermidina
[4] e isomoschatolina [5]. La caracterizacién estruc-
tural de los diferentes compuestos se realizé por
RMN (mono — H'y C"”—y bidimensional - COSY,
NOESY, HMQC, HMBC-), EM, UV ¢ IR, junto

a diversas determinaciones fisicas.
Actividad antiplasmodial in vitro

La actividad antiplasmodial se realizé por el
método de cultivo continuo in vitro desarrollado
por Trager y Jensen (8). De acuerdo con esta téc-
nica, las formas parasitarias de P. falciparum cepa
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F32 sensible a la cloroquina y cepa W2 resistente
a la cloroquina, fueron cultivadas en medio RPMI
1640, suplementado con suero humano al 10% y un
hematocrito del 4% (Grupo sanguineo O, Rh+) a
37°C en atmostera modificada. Los extractos fueron
disueltos en DMSO vy la cloroquina en agua des-
tilada estéril para luego ser diluidos con el mismo
medio obteniéndose las concentraciones requeridas
(0,10; 1,0y 10,0 wg/ml). Los cultivos fueron sincro-
nizados con una parasitemia y un hematocrito del
1y 2% respectivamente; estos fueron dispensados
en un volumen de 100 ul en placas de 96 pozos por
duplicado, se adicionaron 100 ul de los extractos,
y finalmente fueron incubados a 37°C durante 48
horas. Pasado este tiempo de incubacién se eli-
miné completamente la fase superior del cultivo,
para realizar un frotis del sedimento de cada pozo,
fijando luego con metanol y realizando la tincién
con Giemsa. Estas placas fueron observadas en el
microscopio con lente de inmersién 100x, contando
glébulos rojos no infectados (GRL) y glébulos rojos
infectados (GRI), para obtener el porcentaje (%) de
Inhibicién calculado mediante la férmula 1:

GRL - GRI

% Inhibicion =
GRL

} *100

El célculo para hallar la Concentracién Inhibi-
toria del 50 % en la maduracién de los esquizontes
(CI,,), se realizé con un método grifico mediante
el programa Cricket Graph 1.3, considerindose
como activos aquellos que presentaron una CI;;
menor a 10 ug/ml.

Inhibicién de la formacién de la B-hematina

Para el ensayo de inhibicién de la formacién de
la B-hematina se utilizé el método de Baelmans y
colaboradores (9) con algunas modificaciones. En
resumen, la sintesis de la B-hematina fue realizada
con una mezcla de 100 pl de hemina 6,5 mM recién
preparada disuelta en una solucién de NaOH 0,2
N, 50 pl de dcido acético glacial 17,4 M, 50 ul de
agua destilada y 200 pl de tampén acetato de sodio
trihidratado 3 M, pH, final aproximadamente 4,0.
Se incubd durante 1h a 60°C. Posteriormente fue
centrifugada a 12.000 rpm durante 10 min; luego
de descartar el sobrenadante, el precipitado se
lav6 3 veces con 200 pl de DMSO para remover
la hemina no reaccionante. El sélido 3-hematina
obtenido fue disuelto en una solucién de NaOH
0,1N, de la cual se tomo una alicuota para la lectura
espectrofotométrica a 386 nm y correspondié al

100% de B-hematina sintetizada. La formacién de
-hematina se monitoreé por espectroscopia IR-
TF. Para la evaluacién de la actividad inhibitoria
de los extractos, los 50 pl de agua destilada fueron
remplazados por una solucién del extracto corres-
pondiente a una concentracién final de 2,5 mg/ml
y con la lectura espectrofotométrica fue calculado el
porcentaje de inhibicién mediante la férmula 2:

i ; ,|I|
Salnhibicion = 100%| | 1L s
! -! b.l-:ll--\.' )
donde Abmueszra Yy Abcontml son la absorbancia de

la B-hematina con y sin el uso de extractos, res-
pectivamente. El difosfato de cloroquina (CQ)
fue utilizado como control positivo y su actividad
inhibitoria fue expresada en términos de CIL, es
decir, la concentracién de CQ necesaria para la
inhibicion del 50% de la formacién de B-hematina,
y se calculé mediante el paquete estadistico Gra-
phPad Prism® demo, Versién 4,00 para Windows,
(GraphPad software, Inc, San Diego CA 2003). Los
ensayos fueron realizados por triplicado.

Ensayo de citotoxicidad

La actividad citotéxica de los compuestos fue
evaluada en células promonociticas humanas U-
937. Para estimar la concentracién letal 50 (LC,),
fue utilizado el micrométodo enzimitico 3-(4,5-
dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) (10). Fueron usadas como con-
troles células cultivadas en ausencia de tratamiento
pero mantenidas bajo las mismas condiciones.
Dos experimentos independientes, por triplicado,
tueron desarrollados para la determinacién de la
citotoxicidad de cada compuesto. Los resultados
son expresados como CL,; y calculados mediante
el programa de anilisis Probit.

RESULTADOS Y DISCUSION

El aislamiento biodirigido por actividad de los
extractos de acetato de etilo de tallos de R. pittieri
y P. bayacana permitid la caracterizacién de cuatro
alcaloides oxoaporfinicos O-metilmoschatolina [1]
(11-14), liriodenina [3] (11-13,15-17) atherosper-
midina [4] (18-19) e isomoschatolina [5] (17) y un
alcaloide de niucleo 7,7-dimetilaporfinico, melos-
mina [2] (11,20). La identificacién estructural de
los compuestos 1-5 (véase figura 1) fue realizada
comparando los datos espectroscopicos (UV, IR,
EM, RMN H'y C") y fisicos con los reportados
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en la literatura. Copias de los espectros originales
se pueden obtener del autor.

La actividad antiplasmodial in vitro (valores de
% de inhibicién y CI, ) de los compuestos aislados
a partir de R. pittieriy P. boyacana puede verse en
la tabla 1. A partir de los resultados obtenidos en
este estudio, no fue posible determinar relacio-
nes de estructura- actividad para los compuestos
ensayados. No obstante, es interesante observar
que liriodenina presenté la mayor actividad con-
tra las cepas de P. falciparum tanto sensible como
resistente a cloroquina (CI,, = 8,0-10,0 ug/ml).

VITAE

La actividad antiparasitaria de [3] estuvo en concor-
dancia con previos reportes (21-23). Sin embargo,
el compuesto y todos los alcaloides oxoaporfinicos
ensayados presentaron algtin grado de citotoxicidad.
Liriodenina ha sido reportado como responsable de
la actividad acaricida, antimicrobiana y antimicdtica
de un ntmero importante de plantas (24-27) y
presenta propiedades anticancerigenas, citotdxicas
y antivirales por inhibicién de la topoisomerasa 11
(28-31). Segtin nuestro conocimiento, éste es el
primer reporte de actividad antiplasmodial para los
compuestos [2] y [4].

Tabla 1. Actividad antiplasmodial, inhibicién de la formacién de la B-hematina in vitro y actividad citotéxica de
compuestos aislados de R. pittieri y P. boyacana.

P. falciparum?® IfB-h (%)° U-937°
F32 w2

O-metilmoschatolina [1] 200+14 29.0+1.3 98.36 +0,33 11.7
Melosmina [2] 41.0+0.8 48.0+2.1 96.43 +0,66 343.1
Liriodenina [3] 50.0+1.7 56.0 £ 0.3 (8.0+0.2) 11.42 £2,77 5.2
Atherospermidina [4] 47.0+0.8 39.0£1.2 5.12 £4,75 10.0
Isomoschatolina [5] 46.0+14 18.0+0.9 2.40 2,44 2.3
Cloroquina 0.013" 0.902" 97.00 +0,56 NE

* Actividad antiplasmodial, % de inhibicién a 10 ug/ml (CL,, ug/ml) : F32, P. falciparum sensible y W2, P. falciparum resistente a la

cloroquina.

* Actividad antiplasmodial, CIj,, ug/ml.

b IfB-h, % de inhibicién de la formacién de B-hematina (promedio = SE). Compuestos aporfinicos evaluados a una concentracién de 2 mg/ml.

Cloroquina evaluada a una concentracién de 1.3 mg/ml.
“CL,, (ug/ml) a 96 h.
NE, No ensayado.
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Figura 1. Estructuras de Alcaloides aporfinicos de Annonaceae. Los compuestos [1] y [2] fueron aislados de R.

pittieri, los compuestos [3], [4]

y [5] se aislaron de P. boyacana.
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Igualmente fue evaluada la capacidad de inhibi-
ci6én de la formacién de B-hematina (Iff-h) (véase
tabla 1). La relevancia de evaluar dicha actividad se
basa en la siguiente observacién: durante su ciclo
intraeritrocitico, el pardsito de la malaria degrada
una gran cantidad de hemoglobina presente en el
citoplasma de la célula hospedera (entre 60-80%)
(32). Durante el proceso de proteolisis de hemo-
globina en su vacuola digestiva 4cida, se produce
heme (Ferriprotoporfirina IX), un compuesto po-
tencialmente tdxico para el parasito (33). El parasito
carece de heme oxigenasa, enzima que dispone del
compuesto en otras especies, entonces lo detoxifica,
en parte por su incorporacién en una sustancia cris-
talina, inerte e insoluble denominada hemozoina
(o pigmento malarico) (34), y el resto por procesos
de degradacién peroxidativos (33). Esta funcién
especializada hace de la vacuola digestiva un blanco
atractivo para la bisqueda de nuevos compuestos
antimaldricos; un compuesto capaz de inhibir la
formacién de hemozoina podria ser potencialmente
letal para el pardsito. Para muchas sustancias, la ha-
bilidad de inhibir esta formacién esta directamente
relacionada con su potencia antimalarica (35,36).

Una sustancia similar a la hemozoina, la B-he-
matina, puede ser formada in vitro a partir de una
solucién de hemina (hidroxi-ferriprotoporfirina
IX) bajo ciertas condiciones de pH, temperatura 'y
concentracién de sales, que simulan el ambiente de
la vacuola digestiva (37,38). La B-hematina sintética
es espectrofotométrica y quimicamente idéntica a
la hemozoina; ademds, conserva las propiedades de
solubilidad de la sustancia nativa (39), siendo ttil en
el estudio y disefio de nuevos agentes terapéuticos.
La metodologfa aplicada para la formacién de B-he-
matina se monitoreé por espectroscopia de IR-TF,
en donde se distingue inequivocamente hemina de
B-hematina. El espectro IR de 8-hematina mostré
bandas a 1.662 y 1.209 cm™, caracteristicas de la
unién hierro-carboxilato (40), las cuales no estin
presentes en el espectro IR de la hemina (datos no
mostrados).

Los compuestos [1] y [2] presentaron la mayor
actividad IfB-h cuando fueron evaluados a una
concentracién de 2 mg/ml. A pesar de ello, no se
observé una correlacién importante con la actividad
antiplasmodial. Esto puede explicarse por factores
relacionados con la incapacidad de los principios
activos de alcanzar el sitio de formacién de la hemo-
zoinay de acumularse en la vacuola digestiva dcida

del parisito a concentraciones efectivas durante el
ensayo in vitro. Por su parte, liriodenina no presenté
actividad Ifp-h, estableciendo que la actividad an-
tiplasmodial observada no obedece a la inhibicién
de la formacién de hemozoina; sin embargo, ésta
fue la mds alta alcanzada para aquellos compuestos
aislados de P. boyacana.

Ninguno de los compuestos evaluados presentd
actividad antiplasmodial comparable con la droga
estandar (cloroquina); no obstante; la baja toxicidad
mostrada por algunos de ellos, particularmente
compuestos no oxoaporfinicos, ofrece estructuras
promisorias. Es razonable concluir que los alcaloi-
des aporfinicos, aislados a partir de los tallos de R.
pittieriy P. boyacana son responsables de su activi-
dad antiplasmodial, en especial, compuestos como
melosmina y liriodenina; sin embargo, es posible
también pensar en procesos de sinergismo debido
a la potente actividad de los extractos. Finalmen-
te, es importante mencionar que otros alcaloides
aporfinicos han mostrado potente actividad antipro-
tozoaria in vitro (41) e in vivo (42); de esta forma,
algunos de los alcaloides aislados en este trabajo
podrian ser considerados como moléculas bases
para el desarrollo de firmacos antiparasitarios.

Desde el punto de vista quimiotaxonémico,
se establece que liriodenina, atherospermidina e
isomoschatolina son reportados por primera vez
en tallos de P. boyacana. Es la primera vez que se
reporta un metabolito aislado a partir del género
Pseudomalmea. Por su parte, los compuestos O-
metilmoschatolina y melosmina, son reportados
por primera vez en tallos de R. pittieri; ademis, es
la primera vez que se reporta un alcaloide de nicleo
7,7-dimetilaporfinoide en el género Rollinia.
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