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RESUMEN

Durante el estudio de la potencial actividad téxica del extracto alcohdlico
de los tallos de la especie nativa Berberis glavca (HBK) (Berberidaceac), se
realizaron bioensayos con larvas del crusticeo Artemia salina, y de los
insectos Musca domestica (Diptera) y Spodoptera sunia (Lepidoptera). La
fraccién alcaloidal soluble en CHCI, obtenida por extraccién dcido-base
del extracto etanolico mostré notable accidon antialimentaria frente a larvas
de 3° y 4° estadio de la polilla S. sunia. La separacién cromatogrifica guiada
por bioensayos permitié aislar y purificar de la fraccién de mayor actividad
varios alcaloides bencilteirahidroisoquinolinicos. Por métodos espectrosco-
picos se identificaron berbamina, isotalicberina, O- metilisotalicberina y 7-
O-demetilisotalicberina. Este es ¢l primer reporte sobre la presencia de
bases diméricas bisbenciltetrahidroisoquinolfnicas (bbi) en especies de
Berberis colombianas, Ademds se detectd la presencia de una base dimérica
novedosa de PM 712 cuya dilucidacion estructural no se ha establecido en
forma completa.
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ABSTRACT

During the evaluation of the toxic activity of the alcoholic extracts of the
columbian specie Berberis glawca (HBK) (Berberidaceae), through hioassays
with larvae of Artemia salina, Musca donestica (Diptera) and Spodoprera
sunia (Lepidoptera), the alcaloidal fraction have showed notable antifeedant
action o 3™ and 4" instar larvae of §. sunia. Bioassay guided chromatographic
separation from the active fraction led to isolate and purify scveral
bisbenziltetrahydroisoquinoline alkaloids. In this work we present the
identification by spectroscopic technics of berbamine. isothalicberine. O-
methylisothalicberine y 7-O-demetil-isothalicberine. This is the first report
of these compounds in native columbian species of genus Berberis. Besides
we have detected a novedous dimeric derivative which characterization will
be describe later.

INTRODUCCION

En Colombia, los cultivos y cosechas, principales fuentes de divisas suflren
la aceidn de diversas plagas generando grandes pérdidas econdomicas y
severo deterioro al entorno ecoldgico. Durante la dltima década el descubri-
miento de sustancias naturales vegetales con propiedades insecticidas.
antiapetentes, inhibitorias de crecimiento o antagonistas de algunos hiome-
tabolitos, ha impulsado la bisqueda bioracional de agentes naturales de
control, selectivos y especificos, por medio de bioensayos en laboratorio ¥
de campo utilizando larvas de insectos reconocidos como plagas (1.2). La
familia Berberidaceae es una reconocida fuente de alcaloides isoquinolinicos
con estructuras novedosas como las bases diméricas bisbencilitetrahidro-
isoquinolinicas (bbi) v relacionadas las cuales presentan un amplio rango de
accion farmacolégica (3.4), citotoxica, antimaldrica (5) y actividad fotosensi-
bilizadora contra insectos, como lo reportado para Berberis aristata (6). En
Colombia existen cerca de 70 especies natlivas pertenecientes al género
Berberis, inico representativo de la familia Berberidaceae en el Hemisferio
sur (7,8). de las cuales se han descrito cerca de 50, utilizadas en medicina
popular, en diversas regiones. La mayor parté son arbustos que crecen ¢n
los paramos entre 2500 y 3500 msnm y sobre ellas se han realizado algunos
estudios preliminares en la especie B. rigidifolia (9,10). La especie Berberis
glauca (HBK) conocida como “espuelo™ se utiliza en lerapetitica tradicional
en la Sabana de Bogold y no ha sido analizada desde el punto de vista de sus
constituyentes quimicos. Se seleccionaron larvas de Spodoprera sunia por
ser un reconocido gusano trozador, cogollero del maiz y del arroz, cuyos
cultivos se ven afectados seriamente por la presencia de esta plaga. Las
larvas de Musca domestica se utilizaron en base a su reconocida resistencia
y el ensayo con Artemia salina como prucba general de toxicidad. En este
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trabajo se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion preliminar de
la potencial accion antialimentaria e insecticida de la especie B. glauca, asi
como algunos de los alcaloides identificados en el extracto cloroférmico
alcalino.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Los tallos y hojas de B. glauca (HBK) se colectaron en el Jardin Botdnico
Jusé Celestino Multis de la ciudad de Santalé de Bogotd en octubre de 1993
y la cspecie fue clasificada por el Pbro. Luis A, Camargo. Un ejemplar
reposa en el Herbario Nacional Colombiano.

Extraccion

La muestra seca y molida ( 970 gr) se extrajo con etanol del 96% por
percolacidn en frio, de manera exhaustiva y los extraclos se concentraron a
presién reducida, obteniéndose un jarabe denominado extracto total ET (72
gryr una parte de ET (34 g.) por tratamiento dcido-base produjo los extractos
cloroférmicos dcido (1) y alcalino (II) de alcaloides terciarios (2,45 gr); el
residuo acuosao se acidificé a pH 3. por adicion de un exceso de Nal y extraccion
con CHCIS se obtuvo el extracto orgdnico (IL1) de las bases cuaternarias. Todos
los extractos se probaron con el Bioensayo general de toxicidad con A. salina
(11) (BGT-As), en el bioensayo de contacto forzado con larvas de M. domestica
(BCF-Md) y en los ensayos de actividad antialimentaria ¢ insecticida con larvas
de la polilla S. sunia (BAA-Ss y BAI-Ss).

Separacion cromatografica

Se realizé por columna (CC) repetitiva de cada extracto con mezclas de
CHCI.-MeOH de polaridad creciente. la cual permitié la separacion de
varios alcaloides, los cuales se purificaron por CC repetitiva y Cromatografia
en Capa Delgada (CCD) preparativa. Por métodos espectroscopicos (UV.
RMN'H y EM) se identilicaron los derivados bishenciltetrahidroiso-
quinolinicos 1 a 4; del extracto IIT se aislaron una oxoaporfina y dos
derivados protoberberinicos ademds de berberina.

Bioensayos

Para evaluar la accion téxica general se aplicaron bioensayos con larvas
(nauplii) del crustdceo A. salina (11) y larvas de 3 y 4" estadios de M.
domestica (12) . El bioensayo con las larvas de S. sunia se diseid con el
objetivo de determinar su actividad toxica y/o antialimentaria (antifeedant).
Para evaluar los efectos toxicos por ingestion se utilizaron dietas artificial y
natural. La dieta artificial se mezclé con los extractos segun el método
reportade por Kabir (13); se utilizaron soluciones al 2% en mezcela

|27



REVISTA COLDMBIANA DE QUIMICA: BOGOTA [COLOMBIA), VOLUMEN 24. No. | DE 1995

hidrometandlica al 40% y un g. de dieta (14) recién preparada se mezcld con
cinco concentraciones (0.05% hasta 1%) de cada extracto, en 5 replicaciones
v se depositaron en vasos plasticos, cubriéndolos con papel de Aluminio.
Larvas de 3% y 4" esladio se dejaron en ayuno por 8 horas (h) y luego se
colocaron 3 larvas por vaso, dejandolas alimentarse con la dieta artilicial
tratada; los vasos se trasladaron a un cuarto con T miedia de 20°C, HR del
90% y fotoperiodo de 12 h de [uz y 12 h de oscuridad. Se elaboré un control
con 3 larvas en dieta tratada con metanol al 40%, un testigo absoluto y como
referencia se wlilizéd una solucion de Methamidofos (MAP) a 10 ppm. Se
realizaron observaciones cada 24 horas por diez dias o hasta la iniciacion
del estado de pupa; las larvas se clasificaron como vivas o muertas y se
anotd todo cambio de aspecto o conducta. Como dieta natural se utilizaron
hojas frescas de higuerilla (Ricinus comunis, Euphorbiaceae), especie hos-
pedera de esta polilla, En una caja de Petri se colocé un trozo rectangular
(S5cm x dem) de lamina foliar previamente sumergida en las distintas solu-
ciones a probar. por triplicado. Se aplicaron 5 concentraciones de cada
muestra a saber: 1%, 0,50%, 0,25%, 0.10% y 0,05%; el tiempo de inmersion
fue de 50 a 60 seg y se dejo volatilizar el exceso de solvente durante 30 min;
a cada caja de Petri se trasladaron 2 larvas de tamano similar de 3 estadio
de S. swnia, en ayuno previo duranie 8 h: cada 24 h se midié el % de
consumo de ldmina foliar (CLF) y se observé el comportamiento de cada
larva. Como control se colocaron dos larvas en dieta sin muestra.tratada con
el solvente utilizado (testigo relativo), ademds del testigo absoluto.

Anilisis cromatografico y espectroscopico

En este estudio se utilizaron adsorbentes y eluentes Merck analiticos o
técnicos destilados. Los puntos de fusién se reportan sin corregir. Los
espectros de RMN se registraron en un equipo Bruker WP80 y AMX 500 en
CDCI,. Los UV se registraron en un equipo Shimadzu modelo 9020 en
Metanol con ddicién de reactivos de desplazamiento. Los especiros de
masas sc realizaron en equipo Finnigan en un rango entre 49 y 790 uma en
¢l Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de Karachi, Pakistdn.

DISCUSION DE RESULTADOS

Evaluacion de la actividad insecticida y antialimentaria

Los resultados de los biocensayos realizados al extracto etandlico total (ET)
v a los extractos cloroférmicos alcaloidales, con larvas de A. salina (BGT-
As) y M. domestica (BCF-Md) se presentan en la tabla | expresados como
mortalidad media (M); se observé actividad significativa de los extractos
ET y II frente a A. salina pero poco o ningiin efecto sobre las larvas de M.
domestica. La mayor actividad se concentrd en ¢l extracto alcalino 11, el
cual presentd el mayor efecto toxico (tabla 2) asi como la mayor accién
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Tabla 1.- Mortalidad media (M) de larvas en los bioensayos con Artemia salina
(BGT-As) y Musca domestica (BCF-Md) con los extractos total y alcaloidales
(LILIID) de la parte aérea de la especie Berberis glauca.

EXTRACTOS CONCENTRACION (ppm) RGT-As BCF-Md
(M) (M)*
E. T, 1000 100 20
100 60 12
10 10 0
| 1000 63 10
500 41 0
50 32 0
11 1000 100 20
500 100
50 72 5
11 1000 100 4
300 an 4
50 54 0
Testigo
absoluto 0 0 2
Patrdn (MAPY! 10 100 1 G0
Testigo
relativo - 0 )

* Valores evaluados por anilisis de varianza Probits y prueba miltiple de Duncan,
b= Methamidophos.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad media (M) de larvas de Spedoplera sunia en
el Bioensayo de Actividad Insecticida y consumo de dieta artificial (CDA),
tratada con el extracto Il de Berberis glauca.

C () 1.00 0.50 0,25 0.10 0.05 Testigo  Tiempo
M (%)* 46 28 23 10 8 1] 10
CDA(%) 5 8 15 20 22 30 5

a: Daros evaluados por andlisis de varianza y Prueba maltipie de Duncan,
C: concentracion (% p/v). Tiempo en dias.
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Tabla 3 . Actividad antialimentaria del extracto alcaloidal 11 de Berberis
glauca frente a larvas de Spodoptera sunia, con dieta natural a varias concen-
traciones, expresada como % de consumo de limina foliar

Consume de limina foliar (% CLF) T

|
C (%) ! 1 2 3 4 5 Promedio
1,00 5 8 7 5 8 6.6
0.50 8 10 11 12 10 10.2
0,25 15 18 12 15 16 15,2
0.10 25 24 32 25 a0 27,2
0,05 45 50 60 50 48 50,6
Testigo 80 85 75 65 90 79.0

!

Datos evaluados por andlisis de varianza Probits ¥ prueba muiltiple de Duncan.

antialimentaria (tabla 3) sobre las larvas de S. sunia, lo cual nos llevo al
estudio quimico de este extracto. La figura | compara el consuma de la
dieta natural expresado como % de lamina foliar (CLF) y el porcentaje de
dieta artificial (CDA) ingerida en 5 dias a las Concentraciones utilizadas,
presentado por las larvas de S. sunia tratadas con el extracto alcaloidal II.
indicativo de un efecto disuasivo del proceso alimenticio que correlaciona
bien con la dosis aplicada. La figura 2 muestra la mortalidad media obser-
vada en el ensayo de accidn téxica con dieta artificial para el extracto II,
observandose mortalidad significativa, ademds de diversos cambios cualita-
tivos de comportamiento y morfolégicos tales como aparicion de manchas,
inflamaciones a nivel abdominal y pérdida de fluidos cuticulares en las
larvas tratadas con las mayores concentraciones, efectos similares a los
observados cuando se aplican pesticidas sintélicos, observaciones que sugi-
rieron el estudio de los constituyentes quimicos de esta fraccidn alcaloidal.

Composicion Quimica del Extracto Alcaloidal II.

Del extracto Il se separd el compuesto mayoritario 1 (40 mg, Rf 0,30,
CHCI,-MeOH (85:15)) como cristales amarillos de p.{. 154-156°C. E| es-
pectro UV en MeOH mostré una banda intensa a 284 nm(log € = 2.50), que
desplaza a 310 nm por adicioén de bases, presentando fluorescencia azul al
UV. El espectro IR en KBr presenta una absorcién intensa a 2875 cm’
asignada a N-CH, y bandas tipicas de aromaticidad. El espectro de RMN de
"H (500 MHz) registra los desplazamientos anotados alrededor de la estruc-
tura 1, caracteristicos de alcaloides diméricos de la serie bisbenciltetrahidro-
isoquinolinica (bbi), con uniones cabeza-cabeza y éter difenilo a través de
CR-C6'o CT7-Ch’y cola-cola entre Cl11 y CI12' de los residuos N-metil-
coclaurinicos. El espectro de masas por ie a 70 ev de baja resolucién
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ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA
Bioensayo con larvas de S. sunia - Extracto Il B. glauca
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%

100
C
o 80
n
s 60
u e
m 40 |
o =

20
1] I I L T T [

Testigo  0.05 010 025 0.50 1.0
Concentracion (%)

_ Figura I,
Porcentaje (%) de consumo de dieta artificial (CDA) y natural (CLF)
ingerido en 5 dias por larvas de §. sunia a § concentraciones.

ACTIVIDAD INSECTICIDA
Bioensayo con larvas de S. sunia - Extracto 1l B. glauca
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Figura 2.

Porecentaje (%) de mortalidad de larvas de S. sunia en BAI-Ss
con dieta artificial a 5 concentraciones, a los 10 dfas.
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presentd un i6n molecular a m/z = 608.3 (67) para C_H, N,O_con PB a m/
z = 198.1 (100) schal correspondiente al fragmento con doble carga tipico
de las bbi, formado por la pérdida de los anillos E y F (15,16) . Asi mismo se
observo una seiial intensa a m/z= 396(66) que con el PB y ¢l ion a m/z =
S01{M™-107), dan evidencia del puente difeniléter entre las porciones
isoquinolinicas las cuales permanecen unidas (15): el ion a m/z = 577 se
asigna a la pérdida de un grupo O-CH,. Los fragmentos formados por la
ruptura bencilica con carga simple y doble confirman la presencia de 2
grupos N-Me, confirmados en el espectro de RMN 'H (8 2,57 s. 2,35 s) asi
como tres grupos metoxilos a & 3.50. 3.80 y 3,75 ppm. Ademads se¢ observa
una seial singulete a &= 6,25 asignada al H en C-8'. El anilisis anterior
lleva a proponer para 1 la estructura de la isotalicherina, base aislada
previamente de B.laurina y B. chilensis (17.18).

El compuesto 2 presentd un espectro de RMN 'H similar al del producto 1
con un singulete adicional para un grupo metoxilo a 6= 3.91 y un espectro
UV con mdximo a 282 nm inalterable por adicion de bases que lo caracteri-
za como no fendlico, con p. f. en el rango de 205-207°C: el espectro de
masas por ie presenta M* a m/z = 622 (55) con PB a m/z = 198 (pérdida de
los anillos E v F). Los datos del espectro de RMN 'H a 5000 MHz del
compuesto 2 se incluyen alrededor de la estructura 2. Del andlisis compara-
tivo de los datos espectrales se propone para 2 la estructura de la O-
metilisotalicberina reportada en B. laurina v B. chilensis (17.18).

Un tercer compuesto 3 presente en menor cantidad, mostrdé un M* a m/fz =
594 (8) con un PB a m/z = 381(100) por la pérdida de los anillos E y F. El
ion de doble carga aparece a m/z=190 y éste. pierde un grupo metilo y da
origen al i6n a m/z = 175(98); la presencia del i6n a m/z = 563 se asigna al
[ragmento (M* - O-CH,). El espectro de RMN'H es similar a los anteriores
pero sélo aparecen dos sefiales atribuibles a grupos O-CH,; el estudio
comparativo de los espectros permitié asignar a 3 la estructura de la 7-O-
desmetilisotalicberina (19).

El compuesto 4 (22mg) por sus datos espectrales y cromatogrificos lue
identificado como la (+)-herbamina base dimérica bbi. de PM 608.3 para
una férmula molecular C,.H, N,O vy PB a m/z 396 por las rupturas bencflicas
y la senal a m/z = 198(95) asignable al i6n de doble carga propio de estas
bases. En el espectro de RMN'H se ven 3 grupos O-Mc a § 3.72, 3.61 y
3.20. La scnal a 2.57 ppm se asigna al grupo N-CH, del C-2" y el metilo C-
2 aparece a 2,25 ppm. La senal multiple para dos H a 8= 3.84 se atribuye a
los hidrégenos en Cl1 y C1' (19). Entre las bases menores se detectd un
compuesio novedoso de PM = 712, el cual se altera al aire y a la luz, cuya
estructura no ha sido definida completamente, y en la actualidad se adelanta
la purificacion de mayor cantidad de compuesto.
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CONCLUSIONES

En el extracto cloroformico alcaloidal II separado por exiraccién dcido-
base del extracto total etandlico de la especie nativa B. glauca se reporta la
presencia de varios derivados hisbencilisoquinolinicos de la serie de la
talicberina, identificados como isotalicherina, O-metil-isotalicherina y 7-
O-desmetilisotalicberina, berbamina ademids de berberina. Estos compues-
tos forman parte del extracto II el cual presentd la mayor actividad
antialimentaria frente a las larvas de S. sunia, asi como notables efectos
téxicos. Estos resultados muestran preferencia por la dieta natural frente a
la dieta artificial, hecho aliibuible a las caracteristicas de aspecto y textura
de la misma y a posible menor absorcion de los extractos en prueba. Cabe
anotar que este es el primer informe sobre la composicion quimica de la
especie nativa B. glauca, de aplicacion terapeiitica. y se continda el estudio
de estos compuestos con el fin de determinar su selectividad frente a larvas
de otros insectos.

Isotalicherina (1) sélido cristalino amarillo pf 154-156" C. UV a ?L'“"“*‘ fm
(log £) 284 (3,90): ( McOH+ OH') 310 (1,5). PM 608,3 (M*, C_H N, O 6T,
501 (M* -107)(8), 417 (9), 396(68), 198(100). RMN 'H(SOO MHz. CD{,I .)

2,35 (s,3H, N-Me C-2), 2,57 (s.3H, N-Me C-29, 3,50, 3,75, 3,80 (s, 3H, O—
Meen C-7, C-7'y C-6) 5.40 (s, 1H, H-10), 6,25 (s I|H, H-8"), 6,.46( s.1H, H-
5), 6,63 (s, 1H, H-5"), 6,80 (dd.1H, H-11'}), 6,93 (dd, 1H, H-10"), 7,06 (dd,
IH, H-13"). 7,34 (dd,1H. H-14"), 7.58 (dd, 1H, H-14).

O-Metilisotalicberina (2) sélido amorfo, p.f. 205-207°C. AM"™ nm (log ¢)
284(2.5), PM = 622, C,, H,, N,O, (55), 396 (B0), 98(!()0) RMN 'H 500
MHz CDCI., JZS?(SSH NMCC"} 2,64 (s, 3H N-Me C-2"), 3.50, 3.78.
383 v 3.‘)1 (s, 3H. O-Me en C-7, C-7", C-6 y C-12) 6,20 (s, 1H. H-5) 6.62
(s, 1H H-5"), 6,24 (s, IH, H-8"), 5.50 (d, 1H. H-10), 6,78 (¢, 2H, H-11" ¥
13", 6,93 (d, 1H, H-10"), 7.61 (dd, 1H, H-14", Jo= 8Hz y Im= 2Hz).

7-O-Desmetilisotalicberina (3) sélido de PM 594 (M*. C,, H,, O, N.) (10).
487(R), 381(100), 183(40). RMN 'H (500 MHz, CDCL,, ) 2,50 (s, 3H, N-Me
C-2), 2,55 (s, 3H, N-Me C2'), 3,78 3,85 (s, 3H, O-Me C-7" y C-6) 5.45 (s,
IH, H-10), 6,25 (s, IH, H8"), 6,45 (s, |H, H-5), 6.65 (s, 1H, H-5"), 6.75 (dd,
2H , H-11"y H-13%), 6,90 (d, |H, H-10', Jo= 8Hz, Jm= 2Hz), 7.54 (dd. 1H,
H-14").

(+) Berbamina (4) . Sélido amorfo, PM 6083 ( M*, C,_H  N,O, )(90), 594(25).
396(100), 382(56) 198(90). 175(50). AM " nm (log E) 232(h), 284(4.0) NMR
'H (500 MHz, CDCl, ) 2.25 (s, N-CH3 C-2), 2,57 (s, N-CH3 C-2") 3,8 a 3,9

(m, 2H, H1 y H1"), 3,20 3,61 3.72 (s, 3H, O-Me de C-7. C-6' y C-6). 6.35
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{s. 1H, H-5), 6.70 (s, 1H, H-5"), 3,47 (m, 4H. H y *). 6,89 (dd, |H H-13),
6.80 (dd, 1H H-14 Jo= 8 Hz, Im= 2 Hz) 7,09 {(dd, IH , H-13", Jo = 8Hz, Jm=
2Hz), 7.47 (dd, |H, H-14", Jo=8Hz y Im=2 Hz) 6,50 (dd, |H H-10", Jo =
8Hz, Jm = 2Hz) 6,70 (dd.1H h-11"). 6.03 (s, 1H. H-10). 6.27 (s. 1H. H-8").
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