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1. Resumen

Michay es el nombre comun con que se conoce Berberis rotundifolia, arbusto
perteneciente a la familia Berberidaceae, endémico del sur de Chile que crece entre la
VIl 'y IX regién. El estudio quimico de la familia Berberidaceae ha sido de gran interés al
haberse demostrado que estas plantas son fuente importantes de alcaloides
bencilisoquinolinicos, compuestos que han presentado importantes actividades
farmacologicas. Este trabajé se basé en la determinacién de la composicién alcaloidal

de Berberis rotundifolia 'y la respuesta de extractos y fracciones frente a bioensayos.

Los compuestos fueron aislados mediante la aplicacién de técnicas cromatograficas y
se identificaron utilizando diversos experimentos espectroscépicos: RMN-'H, RMN-"3C.
Del estudio quimico se puede informar la presencia de tres alcaloides del tipo

bencilisoquinolinicos: pronuciferina, lambertina y berberina.

Con el fin de evaluar la actividad biolégica de extractos y metabolitos secundarios
mayoritarios, se evalué la actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH vy
bioensayos de toxicidad general sobre Artemia salina y citotoxicidad en huevos
fecundados de Loxechinus albus, observandose una notable actividad tanto para el

extracto, como para los metabolitos secundarios mayoritarios.

Las caracteristicas quimicas de los alcaloides aislados, junto con las respuestas
exhibidas frente a bioensayos, nos permiten definir a estos compuestos como
sustancias quimicas con actividad biolégica, incitando a la realizacion de nuevos
estudios con el fin de esclarecer posibles actividades farmacoldgicas que estas

moléculas pudieran presentar.
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1.1. Abstract
This study was based on the determination of the alkaloidal composition of Berberis

rotundifolia and the activity of extracts and fractions in response to bioassays.

Michay is the common name for Berberis rotundifolia, a bush belonging to the family
Berberidaceae, which is endemic to southern Chile. It grows between the region Maule
and Araucania. The chemical study of the family Berberidaceae is of has been of great
interest on having demonstrated that as these plants are important sources of
benzylisoquinoline  alkaloids, compounds that have demostrated important

pharmacological activities.

The compounds were isolated by chromatography and identified by NMR-'H and
NMR-"3C spectroscopy. This chemical study shows the presence of three

benzylisoquinoline alkaloids: pronuciferine, lambertine and berberine in this species.

In order to evaluate biological activity of extracts and major secondary metabolites
majority, was evaluated the antioxidant activity in vitro bioassays were used against the
radical DPPH. General toxicity using embryos of Artemia salina and citotoxicity in
fertilized eggs of Loxechinus albus, showed a remarkable activity so much both for the

extracts and the major secondary metabolitess majority.

The chemical characteristics of the isolated alkaloids, as well as the results obtained
from the bioassays, allowed us to define these compounds as evaluate the chemical
substances with biological activity of these compounds. Further studies clarifying the

activities of these molecules could provide promising new pharmacological applications.
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2. Introduccion

Las plantas han evolucionado por mas de 400 millones de afios constituyendo una
importante fuente de recursos biologicos, siendo ampliamente usadas en farmacologia,
medicina y agroquimica (Oyarzun, 2006). El aprovechamiento de especies vegetales
con fines alimenticios y medicinales, entre otros, estd directamente relacionado con la
historia de los pueblos y las civilizaciones que se han sucedido en el planeta. Los
egipcios fueron los primeros en utilizar hierbas y flores sagradas para el culto y ritos
cotidianos (Bown 1996, Murnoz, 1987); mas tarde, en la Edad Media, los &rabes
perfeccionaron las técnicas de destilacion de plantas aromaticas, favoreciendo el

desarrollo de la naciente y rudimentaria farmacia.

A partir del siglo XV y con la sintesis de los principios activos obtenidos a partir de
especies vegetales, nace en Europa la medicina tradicional, que durante su desarrollo y
consolidacion en el siglo XIX, se ha convertido en la encargada de liberar al ser humano

de sus enfermedades y dolencias (Potocnjak, 2003).

El uso de las plantas medicinales perdié importancia en la terapéutica con la aparicion
de los productos de sintesis, sin embargo, desde algunos afos las especies vegetales
han vuelto a recobrar importancia, traduciéndose esto en un mayor desarrollo y

divulgacién de la fitoterapia (Hoffmann et al, 1992).

Actualmente, el estudio de plantas medicinales es de interés universal, donde la
busqueda de nuevas sustancias utiles como agentes farmacoldgicos que puedan ser
usados directamente como medicamento o bien como modelo para el desarrollo de

nuevas drogas, ha llevado a los quimicos de productos naturales ha trabajar con
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productos del metabolismo secundario de plantas y microorganismos (San Martin, 2005,

San Feliciano et al, 2005).

Las plantas biosintetizan una gran cantidad de sustancias quimicas, por lo que se les
considera la fuente de compuestos quimicos mas importantes que existe. El
metabolismo primario da origen a compuestos esenciales y de presencia universal en
todas las especies vegetales; estos compuestos son principalmente acidos nucleicos,
proteinas, lipidos y polisacaridos. Los productos finales del metabolismo secundario, en
cambio, no son esenciales, pero poseen diversas funciones como por ejemplo de
defensa contra insectos, coloracién de flores y frutos, estructuras de membranas vy
proteccion frente a la radiacidén solar. Los metabolitos secundarios son principalmente
alcaloides, esteroides, fenoles, flavonoides, glucésidos y terpenos (Oyarzun, 2006);
siendo los alcaloides uno de los grupos de sustancias naturales de mayor importancia,

por la actividad terapéutica que ellos presentan.

Los alcaloides se definen como compuestos organicos de origen natural, generalmente
vegetal, nitrogenados, derivados generalmente de aminoacidos, de caracter basico mas
0 menos pronunciado, distribucion restringida y con propiedades farmacolédgicas

importantes a dosis bajas.

Habitualmente los alcaloides se han clasificado en funciébn de su estructura, sin
embargo existen varias formas de clasificarlos: de acuerdo a sus propiedades
farmacologicas, distribucidon botanica u origen biosintético. Esta dltima forma de
clasificacion permite agrupar todos los alcaloides naturales conocidos, ya que se

originan de un restringido numero de amino&cidos o precursores biogenéticos.
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Los alcaloides al estado natural se encuentran presentes en las angioespermas,
predominando en algunas familias como Lauraceae, Magnoliaceae, Renunculaceae,
Annonaceae, Menispermaceae, Papaveraceae, Fumariaceae, Rutaceae, Apocynaceae,
Loganiaceae, Rubiaceae, Solanaceae y Berberidaceae; excepcionalmente se
encuentran en bacterias, como es el caso de la piocianina presente en Pseudomona
aeruginosa y en hongos, donde tenemos como ejemplo la presencia de psilocina en

hongos alucin6genos mexicanos (Arango, 2002).
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2.1. Descripcion Botanica

2.1.1. Familia Berberidaceae

La familia Berberidaceae, esta constituida por alrededor de 15 géneros y 650 especies,

las que se encuentran distribuidas en ambos hemisferios.

Las Berberidaceae son plantas herbaceas, arbustivas o lefiosas de 0,3 a 6 metros de
altura, en general espinosas. De flores habitualmente hermafroditas, actinomorfas,
dimeras o trimeras, con sépalos, pétalos y estambres colocados en verticilos
alternantes, pétalos dispuestos en varias series, a menudo de tres piezas cada uno.
Hojas persistentes o caedizas, alternas, simples o compuestas, enteras 0 espinoso-

dentadas, pecioladas (Araya, 2006).

Los nectarios son de origen estaminal en 1-2 verticilos (Navas, 1976). Contienen pocos
ovulos, ascendentes 0 numerosos en el lado ventral, anatropos. El fruto es una baya
generalmente pruinosa que posee semillas con endosperma abundante y embrién

pequefo o largo; cotiledones cortos (Podesta, 1982).

2.1.2. Género Berberis

La familia Berberidaceae esta representada en Chile exclusivamente por el género
Berberis, el que comprende unas 500 especies, encontrandose en nuestro pais

alrededor de 50 (Fajardo, 1992, Fajardo et al, 2005).
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Segun la descripcion botanica dada por Landrum (1999), las especies del género
Berberis son arbustos perennes o de hoja caduca, que crecen entre 1 y 5 metros de
altura. Presentan hojas que varian en forma y tamano, dependiendo de la especie

(Figura 1).

Leaves of various species of Berberis, —A, B, cetinacentha, southern fonn (7952). —B, & microphylle
(RS —C B chalensis var, ehifensis (P07, —0. B darwingg (B138). —E. B empersifolin (8182). —F. B, seremio-
denara (W2, —G. B chilensis var., brackyborria (Bricker JUG), —H, B, greoilleana (8340). —1. B. comberi (2353),
—. I comberd (BI70, —K. B teigona (8007 Al collections by Landrum excep for G,

Figura 1. Hojas de algunas especies de Berberis.
(Landrum, 1999)
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Una de las caracteristicas botanicas importantes es la presencia de espinas en las
hojas o tallos de los arbustos, las cuales varian en su morfologia (Figura 2). Las flores y

frutos se pueden encontrar solos 0 en agrupaciones de racimos o umbelas.

Las flores usualmente son de color amarillo, naranjo o rojo anaranjado. El perianto
tipicamente presenta 5 a 6 verticilos de 3 tépalos, los dos verticilos internos presentan
dos glandulas nectariferas en la superficie interna mas baja, él o los verticilos restantes
se encuentran hacia el exterior y son algo mas grandes. Los frutos son de color purpura
oscuro, azulados 0 negros y a veces estan cubiertos de una capa cerosa

(Landrum, 1999).

Spines of various species of Berberis. —A. B. actinacantha, foliaceous spine (7548). —B. B. actinacantha,
star-like spine (7887). —C. B, darwinit, palmate spine {Burkhardt 57(3]). —D. B. rotundifolia, foliaceous spine (7951,
—E. B. micropliylla, one arm of a trifid spine from below and in section (8153). —F B, grevilleana (8340), straight
trifid spine. —G. B. trigana, recurved trificl spine (8007). All collections by Landrum except for C.

Figura 2. Espinas de varias especies de Berberis.
(Landrum, 1999).
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2.1.3. Berberis rotundifolia

Es un arbusto glabro, que puede alcanzar hasta 1,5 metros de altura. Presenta espinas
en forma de estrella, con brazos de 2 a 15 mm de largo. Las hojas son lisas,
suborbiculares, elipticas u ovaladas de 1,5 a 5 cm de largo y 0,6 a 4 cm de ancho.
Estas al secarse adquieren un color café claro a verde grisaceo. Las flores se presentan
como inflorescencia en forma de umbela o racimo con 7 a 12 flores, el raquis se
presenta corto y en conjunto con el pedunculo alcanza entre 1 y 4 cm de largo, pedicelo
de 4 a 12 mm, sustentado por bracteas triangulares de 1 a 2 mm. Las flores miden
alrededor de 4 mm y presentan entre 11 a 14 tépalos. Los frutos son subglobosos de 6

a 7 mm de largo, azul-purpura y usualmente con 5 semillas.

Berberis rotundifolia es endémico de la zona centro y sur de Chile, lo encontramos

desde Curicd (VIl region) hasta Temuco (IX region).

Este arbusto florece entre los meses de noviembre y enero y es posible encontrarlo con

frutos entre enero y marzo (Landrum, 1999).

Figura 3. Hojas y espinas de Berberis rotundifolia. Figura 4. Frutos de Berberis rotundifolia.
Fuente: www.chileflora.com Fuente: www.chileflora.com




Figura 5. Distribucion geografica en Chile de Berberis rotundifolia.
(Landrum, 1999).

21



22

2.2. Quimica del género Berberis

El género Berberis posee una posicion unica dentro de la familia Berberidaceae, debido
al gran numero de especies que lo componen, siendo muchas de ellas estudiadas por

sus propiedades medicinales.

El género Berberis se caracteriza por la presencia de alcaloides, a los que se les
atribuyen muchas de la propiedades medicinales que presentan estas especies

(Araya, 2006).

Los alcaloides son sustancias quimicas de origen vegetal de caracter alcalino, ésto se
atribuye a la presencia de nitrdgeno aminico en su estructura (Robinson, 1981). La
diversidad estructural y la variedad en la actividad biolégica hacen de ellos, junto con
los antibidticos, los grupos mas importantes de sustancias naturales con interés

terapéutico (Araya, 2006).

Las especies del género Berberis producen un ordenamiento muy especial de
alcaloides, los que en su mayoria constan de una estructura base isoquinolinica y
derivan biogenéticamente del aminoacido tirosina. Los ordenamientos que se
mencionan se pueden clasificar en protoberberinas, aporfinas, bencilisoquinolinas,
proaporfinas, protopinas, pavinas, (bis)benciltetrahidroisoquinolinas y dimeros

(bis)bencilisoquinolinicos (BBI), entre otros (Fajardo, 1992).

Los alcaloides pertenecientes a los grupos BBl y protoberberinas permanecen como

los constituyentes predominantes en las Berberis.
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Los alcaloides protoberberinicos existen en el género Berberis como sales cuaternarias
o como tetrahidroprotoberberinas, siendo berberina el principal representante de este

grupo de alcaloides y el constituyente comun de todas las especies de Berberis.

Berberina

Por otro lado, los alcaloides BBI constituyen el mayor grupo de alcaloides del reino
vegetal, conociéndose aproximadamente 250 dimeros de este tipo. La mayoria de los
alcaloides BBl estan formados por la condensacion de dos unidades de N-
metilcoclaurina (coclaurina), mientras que un numero menor se origina por la
condensacion de una unidad de N-metilcoclaurina con una unidad de reticulina

(Valencia, 1990).

Ohde
F i ‘
{ OH
G
OH

R = H, coclaurina.
R = Me, N-metilcoclaurina.
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Una de las moléculas representantes de los alcaloides BBI es calafatina, la que posee

un ordenamiento unico y especial.

Chile
B
Df N"Me
g |“~
e
]

Calafatina

En total se han aislado un poco mas de 200 alcaloides de la familia Berberidaceae, de

los cuales alrededor de 50 han sido aislados de especies chilenas (Fajardo, 1992).

En la tabla | se muestra una lista de las especies de Berberis investigadas en el mundo

y los alcaloides identificados en cada una de ellas (Araya, 2006).
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Planta

Alcaloides

. actinacantha Mart. Ex Shult

aconcaguina, andesina, chilenina, magnoflorina, pakistanamina.

. aristata DC

berberina, palmatina.

. buxifolia Lam

berberina, berbamina, oxiacantina, argemonina, norargemonina, calafatina.

. chilensis Gillies ex Hook

berbamina, 7-O-Desmetilisotalicberina.

. darwinii Hook

berberina, berlambina, oxiacantina.

. empetrifolia Lam

chilenina, natalinina, natalamina.

. hakeoides Hook

patagonina, valdivianina, valdiberina.

. heterophylla Juss

berberina, berbamina, oxiacantina.

. ilicifolia Forst

berberina, berbamina, oxiacantina, ilicifolina.

. linearifolia Phil

berberina, jatrorricina,,palmatina.

. lycium Royle

berberina, berbamina, berbericidina, berbericina, palmatina.

. microphylla Forst

papaverina, berbamina, norargemonina, berberina.

. morrisonensis Hayadata.

berbamina, berberina, isotetrandrina, jatrorricina, magnoflorina, palmatina.

. nepalensis Spreng

jatrorricina.

. nervosa Pursh

berberina.

. montana Gay

berberina, jatrorricina, palmatina.

. serrata Koehne

berberina, berberrubina, berbamina, columbamina, jatrorricina, oxiacantina, palmatina.

. trifoliata Moric

berberina.

. valdiviana Phil

berberina, berbamunina, chitralina, natalamina, natalinina, patagonina.

. virscens Hook

berbamina, berberina, berberrubina, oxiacantina, palmatina.

. zebiliana Schneider

berbamina, berlambina (oxiberberina).

Tabla 1. Alcaloides aislados del género Berberis.
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2.3. Actividad biolégica del género Berberis

Muchas de las especies del género Berberis han jugado un rol importante dentro de la
medicina por sus propiedades medicinales. Un ejemplo de esto, es Berberis vulgaris,
especie que ha sido utilizada por mas de 2500 afios como alternativa medicinal para el
tratamiento de dolencias como diarrea, inflamaciones, Ulceras, hemorragias digestivas y
enfermedades del tracto urinario (Arayne et al, 2007). Este hecho ha llevado al estudio
no solo de los constituyentes quimicos de estas especies, sino que también a la
evaluacion de las propiedades farmacologicas, que tanto extractos como compuestos
aislados de Berberis presentarian. Las propiedades otorgadas a las distintas especies
son en su mayoria responsabilidad de la presencia de una gran diversidad de

compuestos de naturaleza alcaloidal (Fatehi et al, 2005).

A berberina se le atribuyen variadas actividades farmacologicas, lo que ha llevado a
realizar diversos estudios que revelan que esta molécula posee una serie de
propiedades, tales como antidiarreica, antiarritmica, antiinflamatoria, efectos antipirético,
analgésicos (Kupeli et al, 2002, Yesilada and Kupeli, 2002) y actividad antitumoral al
inhibir el complejo DNA-Topoisomerasa Il (Takase et al, 1993, Huang et al, 1989,
Fukuda, 1999). Ademas berberina posee caracteristicas antimicrobianas inhibiendo el
crecimiento de muchos microorganismos, incluidos hongos, protozoos y bacterias

(Hahn and Ciak, 1976; Lesnau et al, 1990 and Amin et al, 1969).

En el trabajo realizado por Enriz y Fraile (2006), se evalud la actividad antifangica de
berberina y otros alcaloides estructuralmente relacionados, mostrdndose que berberina

presenta una interesante respuesta antifingica en ensayos in vitro realizados frente a
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varias especies de candidas, sin embargo otros compuestos como canadina y

oxiberberina fueron inactivos o presentaron escasa actividad antifungica.

Otros alcaloides, aislados de distintas especies de Berberis, como berbamina,
palmatina, oxicantina, magnoflorina y columbamina han sido objeto de estudios in vivo
usando varios modelos de ratones, mostrando todos ellos una importante actividad
antiinflamatoria (Kupeli et al, 2002). El alcaloide berberrubina, ha exhibido una actividad

antitumoral en diversos estudios (Hoshi et al, 1976 y Jeon et al, 2002).

Por todo lo expuesto anteriormente, resulta de sumo interés ampliar el estudio quimico,
biolégico y farmacoldgico de especies de Berberis, ya que estas plantas han mostrado
ser importantes fuentes de moléculas biolégicamente activas. Berberis vulgaris ha sido
ampliamente utilizada con el fin de aliviar sintomas o curar enfermedades, llevando a
los cientificos a realizar diversos estudios bioldgicos y farmacolégicos para esclarecer
sus propiedades terapéuticas. Berberis rotundifolia se encuentra dentro de las mas de
30 especies de Berberis chilenas que carecen de estudios que permitan conocer tanto
su composicion quimica, como propiedades bioldgicas. La realizacién del estudio
quimico y biolégico de Berberis rotundifolia pretende aportar al conocimiento actual que
se tiene sobre la composicién quimica de las Berberis y de esta especie en particular,
ampliando asi el niumero de especies chilenas estudiadas. Esta investigacion permitira
ademas establecer por primera vez conocimientos sobre la actividad biologica que esta
especie pudiera presentar, informacion que entregaria una base para apuntar a posibles

potencialidades farmacoldgicas.
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2.4. Hipdtesis de trabajo

El extracto metandlico de Berberis rotundifolia contiene metabolitos secundarios de

naturaleza alcaloidal.

Berberis rotundifolia contiene compuestos con actividad antioxidante.

Berberis rotundifolia presenta actividad biolégica frente a los bioensayos de
toxicidad con Artemia salina y citotoxicidad por inhibicién de division celular en

huevos fecundados de Loxechinus albus.
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2.5. Obijetivos

2.5.1. Objetivo general

Aislar e identificar metabolitos secundarios mayoritarios contenidos en la fraccién
alcaloidal del extracto metandlico de Berberis rotundifolia y evaluar las respuestas
de la fraccién alcaloidal y de compuestos aislados de ella, frente a los ensayos de

toxicidad general, citotoxicidad y capacidad antioxidante.

2.5.2. Objetivos especificos
1. Obtener un extracto metandlico de Berberis rotundifolia.

2.  Fraccionar el extracto metandlico para obtener una fraccién rica en alcaloides y

otra enriquecida con metabolitos no alcaloideos.

3. Aislar, purificar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes
en la fraccion alcaloidal del extracto metandlico de Berberis rotundifolia, utilizando

diversas técnicas cromatograficas y de andlisis espectroscopico.

4. Evaluar la actividad antioxidante de extractos y compuestos aislados de la

fraccion alcaloidal frente al radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

5. Evaluar la respuestas de extractos y compuestos aislados a partir de la fraccion
alcaloidal del extracto metandlico de Berberis rotundifolia frente a los bioensayos
de toxicidad general frente a Artemia salina 'y citotoxicidad en huevos fecundados

de Loxechinus albus.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Materiales
3.1.1. Material vegetal

Raiz y partes aéreas de Berberis rotundifolia, excluyendo flores y frutos.

3.1.2. Instrumentos
e Equipo de Resonancia Magnética Nuclear Bruker de 80 MHz,
e Aparato de evaporacion a presion reducida.
Rotavapor Heidolph tipo w-1.
Rotavapor Heidolph Laborota 4000 efficient.

e Cromatégrafo liquido de alta resolucion Waters, detector 2996 tipo arreglo de

diodo, columna C18 en fase reversa de 150 mm.
e Espectrofotdmetro Unicam, UV visible.
e Lampara luz ultravioleta (UV), modelo UVGL-58 de 260-360 nm.
¢ Molino de acero.
e Bomba de vacio.

¢ Bano de ultrasonido.



3.1.3.

Reactivos

Metanol p.a. (CH3OH).

Metanol p.a. grado HPLC, Merck.
Metanol deuterado (CDsOD) Merck.
Diclorometano p.a. (CH2Cl,) Merck.
Cloroformo p.a (CH3Cl) Merk.
Cloroformo deuterado (CD3sCl) Merk.

Reactivo de Dragendorff.

Acetonitrilo p.a. grado HPLC, (C2H3N), Merck.

2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), Sigma.
Agua desionizada p.a grado HPLC, Merk.
Agua destilada.

Agua desionizada.

Acido clorhidrico (HCI) 5% p/p.

Amoniaco (NH4OH).

Eter de petréleo.

Sulfato de sodio (Na>SOy)

Tetrametilsilano (TMS)
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3.1.4. Material de laboratorio
e Embudo de decantacién
e Columnas cromatogréaficas.
e Cromatofolios de aluminio de gel de silice F 254 (Merck).
e Gel de silice tipo HF 254 para columna. (Merck).
e (Camaras cromatograficas.
e Matraces aforados de volumenes variables.
e Placas Petri.
e Matraz Erlenmeyer de volumenes variables.
e Balones de volumenes variables.
e Probetas de volumenes variables.
e Probetas para RMN.
e Papel filiro Advantec MFS de didametros variables.

e (Cubetas de cuarzo para espectrofotdmetro.

3.1.5. Organismos vivos
e Larvas de Artemia salina.

o Gametos de Loxechinus albus.
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3.1.6. Lugar de desarrollo

e Instituto de la Patagonia, Laboratorio de Quimica de Productos Naturales,

Universidad de Magallanes, Punta Arenas.
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3.2. Métodos
3.2.1. Recoleccion del material vegetal

Las raices, tallos y hojas de Berberis rotundifolia fueron recolectadas en las cercanias
del Volcan Antuco, VIII regidn, durante el verano del afio 1997. La identificacion fue
realizada por expertos botanicos pertenecientes a la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Magallanes y una muestra fue archivada en el Herbario del Instituto de

la Patagonia de la Universidad de Magallanes.

3.2.2. Extraccion

El material vegetal recolectado se secé a temperatura ambiente y posteriormente se

pulverizd en un molino de acero.

La droga pulverizada (11,5 kg) fue extraida por maceracion en frio con metanol (3 x 20I)

por 72 horas (Figura 6).

El extracto se concentré a presién reducida en un evaporador rotario (Figura 7) a
temperatura inferior a 40°C, obteniéndose 531 g de un extracto metandlico seco de

Berberis rotundifolia.
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Figura 6. Sistema de Extraccion Figura 7. Evaporacion a presion
por maceracion. reducida en evaporador rotatorio.

3.2.3. Extraccion Acido-Base

La propiedad mas importante y comun a la mayoria de los alcaloides es su basicidad,
es por ello que su extraccién y purificacion suelen hacerse en base a esa propiedad. El
método mas comun de extraccion y purificacion de alcaloides es la utilizacién de un
sistema acido-base, en el cual los alcaloides son extraidos con soluciones acidas, para
luego purificarse alcalinizando la solucion y extrayendo el alcaloide con solvente
organico. En este proceso, sustancias solubles en agua son separadas de los
alcaloides. De esta manera pueden extraerse todos los alcaloides relacionados

estructuralmente presentes en el vegetal (De Troiani, 1992, Morales, 1999).

La totalidad del extracto metandlico seco se acidificé con HCI 5% p/p hasta pH 2, luego
este extracto acido se agotd con éter de petréleo, obteniéndose una fase etérea y una

fase acuosa. Esta ultima se tratd posteriormente con NH,OH hasta pH 10, realizandose
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extracciones sucesivas con cloroformo (CHCI3) hasta Dragendorff negativo (Figura 8).

Se obtuvo asi un extracto cloroférmico basico y una fase acuosa.

El extracto cloroformico basico se sec6 con sulfato de sodio anhidro (Na>SO,), luego se
filtrdé y se concentr6 en evaporador rotatorio a presién reducida, obteniéndose un
extracto cloroférmico basico seco (19,5 g). Mediante cromatografia en capa fina y
posterior revelado con reactivo de Dragendorff, se observé que este extracto contiene
abundantes compuestos alcaloideos, por lo que desde ahora en adelante se
denominara extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia. El procedimiento descrito se

explica en el esquema 1.

Figura 8. Extraccion acido-base
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Planta seca
(11,5 Kg)

Molienda
Extraccién con Metanol (3 x 20 I)
Eliminacion del solvente en rotavapor a 40°C

Extracto metandlico seco (531 g)

Disolucién con HCI 5% p/p, pH 2
Extraccién con éter de petréleo (8 x 21).

[ Fase etérea. }

Evaporacién de solvente
en rotavapor

[ Fase acuosa }

Basificacién con NH,OH, pH 10
Extraccion con CHCIl; (8x21)

Extracto etéreo .
Fase acuosa Fase cloroformica
(3.8 2
Evaporacién
solvente en
rotavapor

Esquema 1. Esquema de extraccion acido-base

Extracto cloroférmico basico
(19,5 g)
(Extracto alcaloidal)
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3.2.4. Separacion Cromatografica

La separacién de compuestos a través de la cromatografia en columna, comprende el
transporte de una especie a través de una columna empacada con una sustancia polar
insoluble, adicionando continuamente una fase mévil o eluente. La utilizacién de gel de
silice (Si(OH)4) como fase estacionaria, permite la separacion de moléculas de acuerdo
a su polaridad, de esta forma los componentes mas polares son retenidos en la fase
estacionaria, mientras que las moléculas de menor polaridad eluyen facilmente con la
adicion de la fase mdvil. Posteriormente los componentes polares eluyen en orden
creciente a medida que la columna se va lavando con solventes organicos de creciente

polaridad (Skoog, 2000).

El extracto alcaloidal (5 g) se comatografi6 por columna (4,5 cm de didmetro y
empacada hasta 30 cm de altura), empleando silica gel como adsorbente (Figura 9). La
elusion se comenzé con CHCI; y se continué con mezclas de solventes CHCI3:CH3;0OH

(Tabla 2) en distintas proporciones, hasta llegar a 100% CH3;OH.

Se recolectaron 150 fracciones de aproximadamente 25 ml cada una, las que se
denominaron BR. Las fracciones se concentraron y luego fueron analizadas por
cromatografia en capa fina analitica (CCF) (Figura 10), visualizadas bajo lampara

ultravioleta (UV) y reveladas con reactivo de Dragendorff.



l. CHCl; 100 (v)
[I. CHCI3 : CH30H 98:2 (v/v)
[ll. CHCI3 : CH30OH 97:3 (V/v)
IV. CHCI; : CH3;OH 95:5 (v/v)
V. CHCI; : CH3;0OH 93:7 (v/v)
VI. CHCl; : CH3;0OH 90:10 (v/v)
VIl. CHCI; : CH3;OH 80:20 (v/v)
VIIl. CHCI;3 : CH3;OH 85:15 (v/v)
IX. CHClIs : CH3;OH 70:30 (v/v)
X. CHCI; : CH3;OH 60:40 (v/v)
XI. CHCl3 : CH3;0OH 50:50 (v/v)
Xll. CHsOH 100 (v/v)

Tabla 2 . Sistemas de solventes utilizados en la separacion cromatografica.

Figura 9. Cromatografia en columna.

Figura 10. Cromatografia en capa de
fracciones BR16 a BR28.
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En las fracciones BR2 a BR11 fue posible observar, luego de ser concentradas en el
evaporador rotatorio, un sélido amorfo de color amarillo, identificado como alcaloide a
través de la reaccion de precipitacion con reactivo de Dragendorff. Se seleccioné la
fraccion BR5 para realizar posteriores andlisis de identificacién y elucidacién estructural

utilizando HPLC y RMN.

Luego de concentrar las fracciones BR40 a BR49 se obtuvo un sélido amorfo color
violeta. La fraccibn BR46 se aparté para posteriores ensayos de identificacion vy
elucidacién estructural. En estas fracciones fue posible identificar la presencia de un

compuesto de naturaleza alcaloidal con reactivo de Dragendorff.

En las fracciones BR90 a BR113 se observaron cristales en forma de aguja de color
amarillo luego de concentrar las fracciones en el rotavapor. La fraccidn BR99 se separ6
para posteriores andlisis de identificaciéon y elucidacién de la estructura del compuesto,
el que previamente fue identificado como alcaloide por reaccién positiva con reactivo de

Dragendorft.
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3.2.5. Elucidacion Estructural

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una de las técnicas
mas potente de las que disponen actualmente los quimicos para la identificacion y

elucidacion de las estructuras de las especies quimicas (Skoog, 2000).

La espectroscopia de RMN permite examinar la estructura molecular en el entorno de
nucleos individuales, particularmente hidrogeno y carbono, entregando informacion

detallada respecto a la constitucion de la molécula.

Los experimentos de RMN-'H y RMN-"3C unidimensionales proporcionan informacién
sobre la naturaleza de los hidrégenos y de los carbonos, por medio de la integracion
de las senales y de los acoplamientos spin-spin, lo que se conoce como multiplicidad

de la sefal y magnitud de la constante de acoplamiento respectivamente.

Del espectro proténico, se deduce el numero de hidrégenos y el modo en que éstos se
distribuyen en la molécula. EI nUmero de sefales presentes en el espectro de carbono

indica el nimero de atomos de carbono presentes en la molécula (Dominguez, 2005).

Las estructuras de los compuestos aislados del extracto alcaloidal de Berberis
rotundifolia se establecieron de acuerdo a las caracteristicas espectroscopicas de
RMN-'H y RMN-"3C. Las muestras fueron analizadas utilizando cloroformo (CDCl3) y
metanol deuterado (CD3;OD) como solventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia

interna del equipo.

Las fracciones sometidas a analisis espectroscépico de RMN fueron BR5, BR46 y

BR99.
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3.2.6. Identificacion de compuestos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es la técnica analitica de separacion
mas ampliamente utilizada, debido a su versatilidad y amplio campo de aplicacién. Los
componentes de la muestra, previamente disueltos en un disolvente adecuado (fase
mdévil), son forzados a atravesar la columna cromatografica gracias a la aplicacion de
altas presiones. El material interno de la columna, fase estacionaria, esta constituido por
un relleno capaz de retener de forma selectiva los componentes de la mezcla. La
resolucion de esta separacion depende de la interaccién entre la fase estacionaria y la
fase mévil, pudiendo ser manipulada a través de la eleccion de diferentes mezclas de
disolventes y distintos tipo de relleno. Como resultado final los componentes de la
mezcla salen de la columna separados en funcién de sus tiempos de retencidén en lo
que constituye el cromatograma. A través del cromatograma se puede realizar la

identificacién cualitativa y cuantitativa de las especies separadas (Skoog, 2000).

Para la identificacion de compuestos obtenidos a partir del extracto alcaloidal de
Berberis rotundifolia se aplicd la técnica de HPLC. Se utilizaron patrones de los
compuestos aislados y se compararon los tiempos de retencion de éstos con los de los

compuestos aislados.

Para la disolucién de las muestras se utiliz6 metanol (CH3;OH) grado HPLC. El sistema

de elusion empleado fue metanol:agua en proporcidén 80:20.

Las muestras se analizaron por quintuplicado, a temperatura de 20°C y condiciones

atmosféricas de 1.010 milibares de presién y 60 % de humedad relativa.

Las fracciones analizadas fueron BR46 y BR99.
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3.2.7. Determinacion de la actividad atrapadora del radical DPPH

Este ensayo permite evaluar la actividad antioxidante de soluciones, mediante la
capacidad atrapadora de radicales libres, utilizando el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) de color violeta y que absorbe a 517 nm. La reduccion y estabilizacion de este
radical por los antioxidantes da lugar a la decoloracion de éste, produciendo una
disminucién de la absorbancia, la cual se puede medir a la longitud de onda antes
mencionada (Tiap-Ling, 2004). El grado de decoloraciéon de la solucién de DPPH

indicaria la eficiencia atrapadora de los productos agregados (Kukic et al, 2006).

/T wo,
N— M _No,

e, YW -

-I,I'.r '-\.\‘.

N/ NO2

Figura 11. Estructura quimica de la molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo. Férmula molecular C,gH;,N5Og .

Para la evaluacién de la actividad antioxidante de extractos y fracciones de Berberis
rotundifolia, se utiliz6 una solucion metandlica de DPPH a una concentracion de
20mg/L. Las soluciones de extractos y fracciones a evaluar se prepararon en

concentracion de 1mg/ml.

El protocolo seguido es el que se describe a continuacion: a 1,5 ml de solucién de
DPPH (20 mg/L) se agrega 750 upl de una solucion de los extractos/fracciones

(1 mg/ml). Una vez mezcladas las soluciones se mide la absorbancia a 517 nm (Figura
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12) y hasta los 30 minutos con intervalos de 5 minutos, con el objetivo de ver la
decoloracién en el tiempo. Se realiza un blanco en las mismas condiciones, con 750 pl

de agua desionizada (Figura 13).
El porcentaje de inhibicidn se calculé empleando la siguiente formula:

% de inhibicion= [1 — (Absorbancia de la muestra/Absorbancia del blanco)] x 100

(Somparn et al, 2007; Trusheva et al, 2006).

Los valores se expresan como el promedio * la desviacion estandar de cinco

determinaciones.

> i
Figura 12. Espectrofotometro UV Visible Figura 13. Reaccion de decoloracion,
Unicam modelo Helios. por neutralizacion del radical DPPH.
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3.2.8. Bioensayos

En términos generales un bioensayo puede ser definido como cualquier prueba que
involucra organismos vivos o como cualquier método, por medio del cual, alguna
propiedad de una sustancia o material es medida en términos de la respuesta bioldgica

que produce.

El principal objetivo de este tipo de analisis es evaluar el nivel de estimulo que es
necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la poblacion. El
nivel de estimulo que causa la respuesta del 50% de los individuos de una poblacién en
estudio, es conocido como dosis efectiva media. Cuando la respuesta esperada es la
muerte, este parametro se denomina dosis letal media (DLsg) (Silva, 2002). De esta
forma se puede correlacionar la bioactividad mediante el valor de la DLso y el grado de

toxicidad que el material en estudio presenta.

Para la determinacion de la actividad bioldgica se utilizaron los siguientes bioensayos:

1) Ensayo de toxicidad general frente a Artermia salina

2) Ensayo de citotoxicidad por inhibicién de division celular en huevos fecundados de

Loxechinus albus.

Los resultados fueron analizados a través del programa estadistico Probit.
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3.2.8.1. Ensayo de toxicidad general frente a Artemia salina

Artemia salina es un crustaceo facil de cultivar en los laboratorios. Los ensayos
realizados con este organismo pueden ser considerados Uutiles y confiables para
estudios de toxicidad de sustancias con distintos efectos biolégicos (Osorio, 2005). El
protocolo para este ensayo se describe a continuacion: los huevos de Artemia salina
son cultivados en agua de mar en un recipiente cerrado, siendo expuestos a luz artificial
por un periodo de 48 horas, produciéndose asi la eclosion de estos microcrustaceos, ya
que estos organismos presentan fototactismo positivo. Para obtener una mayor
viabilidad de los nauplius, estos se someten a condiciones de temperatura que varian
entre los 25°C y 30°C y a una salinidad que varia entre 25 y 35%. Después de 48 horas

estos organismos son colectados y expuestos a las muestras evaluadas.

En el ensayo de toxicidad se evaluaron el extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia 'y
fracciones obtenidas a partir de él. Las muestras a ensayar se preparan a tres
concentraciones conocidas: 10, 100 y 1000 ppm. Para cada una de las concentraciones
se utilizaron 10 larvas de Artemia salina. El recuento de las larvas sobrevivientes se
realiz6 después de las 24 horas de aplicado el ensayo. Cada ensayo se realizd por

triplicado.

Los resultados se expresaron como la concentracion efectiva para matar el 50% de la

poblacién (CLso).
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3.2.8.2. Ensayo de citotoxicidad por inhibicién de division celular en huevos de

Loxechinus albus.

La utilizacion de la especie de Loxechinus albus se limita s6lo a los meses de agosto,
septiembre y octubre debido a que los meses restante las células se encuentran en

periodo de crecimiento gonadal.

El protocolo para la realizacién del ensayo de citotoxicidad se describe a continuacion:
la induccion del desove se lleva a cabo inyectdndole a los individuos adultos 10 ml de
una solucion de KCI 0,5 Molar a través de la membrana peristomal. Los gametos se
colocan en matraces de 250 ml que contienen agua de mar filirada a 0,45 y 0,2 um. Si
el ejemplar estimulado es hembra se liberan ovocitos de color naranjo, si es macho se
libera un fluido blanquecino. Las soluciones de gametos se mantienen a 11°C hasta el

momento de realizar la fecundacion.

Para la evaluacién de los porcentajes de inhibiciéon, se utiliza 1 ml de huevos
fecundados, los que son introducidos en las soluciones a evaluar. Los resultados se
obtienen al cabo de 4 a 6 horas, después de completar la primera division celular

(Oyarzun, 2006).

Las muestras evaluadas en este ensayo correspondieron al extracto alcaloidal de
Berberis rotundifolia y las fracciones BR46 y BR99. Las muestras ensayadas se

prepararon a tres concentraciones conocidas: 10, 100 y 1000 ppm.

El ensayo se realizd por triplicado y los resultados fueron expresados como la

concentracion inhibitoria media (ICso).
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4. Resultados

4.1. Analisis Quimico

Del fraccionamiento del extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia, mediante
cromatografia en columna, se aislaron tres compuestos de naturaleza alcaloidal,
previamente reconocidos como tales por su reaccién frente al reactivo de Dragendorff,
mostrando la tipica coloracion anaranjada de compuestos nitrogenados. La
identificacién y elucidacion estructural se llevé a cabo utilizando espectroscopia de
resonancia magnética nuclear RMN- 'H y RMN-"C monodimensional. La identidad se

confirmo utilizando HPLC, mediante comparacién con patrones.

4.1.1. Compuesto CBR5

El primer compuesto se identifico en la fraccion BR5 y se denominé experimentalmente

CBRY5, el que se observo como un sélido amorfo de color amarillo.

El espectro de RMN-'H de CBR5 se muestra en el Anexo 1y presenta las siguientes

senales:
e Dos singuletes 6 3,87 y 3,95 ppm, atribuidos a dos grupos metoxilos.

e Dos doble dobletes a 6 6,85 (J= 8,47 Hz) y a & 7,00 ppm (J= 8,43 Hz),

caracteristico de protones con acoplamiento orto.

e Un singulete a 6 5,94 ppm, integrada para dos protones perteneciente a un

grupo metilendioxi.



e Tres singuletes correspondientes a protones aromaticos de desplazamientos

quimicos ¢ 5,66, 6,61y 7,13 ppm.

En el espectro de RMN-"3C (Anexo 2), se observé la presencia de 20 &tomos de
carbono con desplazamientos quimicos que caracterizan a un alcaloide con dos grupos

metoxilos a 6 56,37 y 60,93 ppm y un grupo metilendioxi a 6 101,05 ppm.

Los valores obtenidos en el espectro RMN-'C para cada una de las sefiales, se

muestran en la siguiente tabla.

Numero de | Sefiales *C-RMN
sefal Experimental

(ppm)
1 30,46
2 51,63
3 56,37
4 60,93
5 73,59
6 97,04
7 101,06
8 104,19
9 105,52
10 108,11
11 114,73
12 118,62
13 125,03
14 128,79
15 129,30
16 137,95
17 146,76
18 147,56
19 149,69
20 151,17

Tabla 3. Desplazamientos quimicos RMN-'*C para CBR5.
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De las caracteristicas estructurales entregadas por los espectros de RMN y los datos
bibliograficos, se puede postular que el compuesto presente en la fraccibn BR5
responde a un alcaloide protoberberinico. De acuerdo a los datos espectroscopicos La

estructura quimica propuesta para CBR5 responderia al alcaloide Lambertina.

Los principales desplazamientos quimicos de RMN-'*C para CBR5 se muestran en la

figura 14.

Figura 14. Principales desplazamientos quimicos RMN-'3C para CBR5.

La siguiente tabla muestra una comparacién de los datos espectroscépicos de
RMN-'3C obtenidos experimentalmente para CBR5 con los datos hallados en la

literatura.



Tabla 4. Comparacién de desplazamientos quimicos RMN-"°C experimentales con datos

bibliograficos.

Numero de | Sefales °C-RMN | Sefiales >C-RMN
Carbono Experimental Literatura
(Ppm) (Ppm)
6 30,46 26,44
5 51,63 57,26
- OCHs 56,37 55,29
- OCHs 60,93 61,92
8 73,59 | -
72 9704 | -
-OCH0O- 101,06 102,00
42 10419 | -
4 105,52 105,46
1 108,11 108,34
12 114,73 | -
122 11862 | = -
11 125,03 123,42
12 128,79 127,13
82 129,30 | =
7 1379 | -
10 146,76 | = -
3 147,56 147,72
2 149,69 149,87
9 151,17 150,33

51
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Los principales desplazamientos quimicos RMN-'H para CBR5 se muestran en la

figura 15.

661

Figura 15. Principales desplazamientos quimicos RMN-'H para CBR5.
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4.1.2. Compuesto CBR46

El segundo compuesto se identificé en la fraccion BR46 y se denominé

experimentalmente CBR46. Se observd como un sélido amorfo de color violeta.

El espectro de RMN-"H (Anexo 3) de este compuesto presenta las siguientes sefiales:

Un sigulete a 8 2,33 ppm, atribuido a un grupo N-metilo.
e Dos singuletes a 6 3,55y 3,75 ppm, correspondiente a dos grupos metoxilos.

e (Cuatro doble dobletes a: é 7,06; 6,78; 6,40; y 6,17, tipicos de protones de un

sistema diendnico.

e Un singulete a § 6,59, asociado al anillo A en C-3.

El espectro de RMN-"3C mostrado en el Anexo 4 da cuenta de 19 sefiales, cada una de
ellas correspondiente a un carbono (Tabla 5). Una de ellas es caracteristica del grupo
carbonilo a 6 186,01 ppm, dos sefales tipicas de grupos metoxilos a & 56,18 ppm vy

60,82 ppm y una sefal a 4 43,30 ppm correspondiente al grupo N-metilo.
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La tabla 5 muestra los desplazamientos quimicos obtenidos experimentalmente para

CBR46.
Sefiales *C-RMN
N® de Experimental
sefal

(Ppm)
1 27,3
2 43,3
3 47,3
4 51,1
5 54,8
6 56,2
7 60,8
8 65,6
9 111,8
10 127,2
11 127,6
12 128,0
13 132,5
14 134,3
15 144,3
16 149,9
17 153,3
18 153,4
19 186

Tabla 5. Desplazamientos quimicos RMN-'*C para CBR46.
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De acuerdo a los datos obtenidos mediante los espectros de RMN-'H y RMN-'3C, se
puede sefalar que la estructura del compuesto identificado en la fraccion BR46,

responde a un alcaloide proaporfinico de nombre Pronuciferina.

Los desplazamientos quimicos de RMN-'3C se describen en la figura 16.

343

Figura 16. Desplazamientos quimicos RMN-"3C para CBR46

La tabla 6 muestra una comparacién de los valores de desplazamientos quimicos
RMN-"3C obtenidos experimentalmente para CBR46 con datos bibliograficos referentes

al alcaloide pronuciferina.
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Sefales °C-RMN Sefiales °C-RMN

N2 Literatura Experimental
Carbono (ppm) (ppm)
1 144,6 144,3
2 154,2 153,4
3 111,6 111,8
3a 125,6 127,2
3b 127,5 127,6
3c 128,3 128,0
4 25,0 27,3
5 53,9 54,8
6a 64,5 65,6
7 40,6 43,3
8 148,4 149,9
9 132,4 134,3
10 185,4 186,0
11 128,5 132,5
12 152,0 153,3
13 50,4 51,1
N-CHs 43,6 47,3
CH30-1 60,6 60,8
CH30-2 56,0 56,2

Tabla 6. Comparacién de desplazamientos quimicos RMN-"C experimentales con datos bibliograficos.
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Los principales desplazamientos quimicos del espectro proténico se muestran en la

figura 17.

Figura 17. Principales desplazamientos quimicos RMN-'H para CBR46.

Se compararon los cromatogramas obtenidos por HPLC de la fraccion BR46, con el de
una muestra patrén de Pronuciferina, se observé que los tiempos de retencién de

ambos son similares (Tabla 7). Estos cromatogramas se encuentran en los anexos 6y 7

respectivamente.
Fraccion | Tiempo de retencién
(min)
BR46 1,500+0,001
Patron 1,502+0,003

Tabla 7. Tiempo de retencidon para BR46 y muestra patron.
Los valores se expresan como el promedio + desviacion estdndar de 5 muestras.
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4.1.3. Compuesto CBR99

El compuesto identificado en la fraccion BR99 se observd como cristales en forma de

aguja de color amarillo y se denomind experimentalmente CBR99

El espectro de RMN-"H para CBR99 presenta las siguientes sefiales:

Dos singuletes atribuidos a dos grupos metoxilos a & 4,10 y 4,20 ppm
e Un singulete a 6 6,09 ppm correspondiente a un grupo metilendioxi.
e Un singulete a 8 7,65 ppm, asociado al anillo A en C-4.

e Dos doble dobletes a & 7,97 ppm (J= 8,95 Hz) y & 8,12 ppm (J= 9,17 Hz),

correspondientes a dos protones con acoplamiento orto.

e Dos singuletes a & 8,69 ppm, asociado al anillo C en C-13 y a 3 9,74 ppm,

asociado a C-8 del anillo C.

Segun las caracteristicas espectrocépicas de RMN y los datos obtenidos de la literatura,
se puede postular que el compuesto mayoritario presente en la fraccion BR99
(Figura 18) responde a un alcaloide de estructura base protoberberinica de nombre

Berberina.
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Figura 18. Principales desplazamientos quimicos RMN-'H para CBR99.

Para corroborar la identidad del compuesto presente en la fraccion BR99, se
compararon los cromatogramas de HPLC obtenidos de la fraccién BR99 (Anexo 8) con
los obtenidos de una muestra patréon de Berberina (Anexo 9), observandose que los
valores en los tiempos de retencion son similares para ambas muestras. Los valores de

tiempos de retencion se muestran en la tabla 8.

Fraccion | Tiempo de retencién
(min)
BR99 1,015+0,011
Patron 1,000+0,017

Tabla 8. Tiempo de retencion para BR99 y muestra patron.
Los valores se expresan como el promedio + desviacion estandar de 3 muestras.
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4.2. Evaluacion de la capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante del extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia y las
fracciones donde se identificaron pronuciferina y berberina, a una concentracion de

1mg/ml.

En la siguiente tabla se muestran los porcentajes de inhibicion del radical DPPH de las
muestras evaluadas en funcion del tiempo. Los valores obtenidos en cada medicién se

encuentran en los Anexos 10y 11.

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH
0 min 5 min 10 min 15 min 30 min
Extracto 58,50 79,99 80,14 80,39 80,20
alcaloidal + + + + +
B.rotundifolia 517 0,06 0,26 0,16 0,33
e s 54,68 70,83 74,69 76,9 80,13
Pronuciferina + + + T +
1,25 0,94 0,91 0,83 0,70
. 30,06 50,66 53,21 54,99 59,12
Berberina + + + + +
0,45 0,57 0,67 0,62 0,67

Tabla 9. Actividad antioxidante de Berberis rotundifolia.
Los resultados estan expresados en media + desviacion estandar de 5 muestras.

Todas las fracciones evaluadas mostraron una importante actividad antioxidante,
alcanzando valores superiores al 50% de inhibiciéon. La mayor actividad la presento el

extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia.
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El siguiente grafico muestra una comparacién de la actividad antioxidante de las

muestras a través del tiempo.

Actividad antioxidante frente al
radical DPPH

100 -
904 —— Ext. alcaloidal

80 » - o —— Pronuciferina
70+ /
604

—s— Berberina
50

404
304
204
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0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

\

Porcentaje inhibicion
(%)

Grifico 1. Actividad antioxidante frente al radical DPPH de extracto alcaloidal, pronuciferinay
berberina en el tiempo.

En todas las muestras se observa que la inhibicion del radical DPPH se produjo
principalmente en los primeros cinco minutos, para luego mantener un discreto aumento
hasta el término del ensayo. En el caso del extracto alcaloidal este aumento fue casi
nulo, ya que a partir de los cinco minutos el porcentaje de inhibicibn mantiene

practicamente el mismo valor hasta los 30 minutos.

Cabe destacar que el extracto alcaloidal y pronuciferina alcanzan niveles de inhibicién
similares al término del ensayo, con valores cercanos al 80%. Distinto es lo que ocurre
con berberina que no supera el 60% de inhibicibn, mostrando menor actividad

antioxidante que el extracto alcaloidal y pronuficerina.
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El grafico 2 compara los porcentajes de inhibicion de las muestras ensayadas a cero y

treinta minutos.

Actividad antioxidante frente al

radical DPPH
100 :
90 Ext. alcaloidal
80- — =3 Pronuciferina
70 ‘ Berberina

Porcentaje inhibicion
(%)

0.0 30.0
Tiempo (min)

Grifico 2. Actividad antioxidante frente al radical DPPH del extracto alcaloidal, pronuciferina y
berberina en el tiempo inicial y final.

En el gréfico se puede observar que los porcentajes de inhibicién en el tiempo cero son

menor que al término del ensayo para las tres muestras.

Al comparar el comportamiento del extracto alcaloidal con pronuciferina, se observa que
los porcentajes de inhibicion de ambos son similares tanto al inicio, como después de
transcurridos 30 minutos de iniciado el ensayo. Berberina muestra en ambos tiempos
porcentajes de inhibicibn menores a los exhibidos pronuciferina y el extracto alcaloidal

de Berberis rotundifolia.
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4.3. Bioensayos
4.3.1. Ensayo de toxicidad general frente a Artemia salina.
El ensayo de toxicidad general se aplico al extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia 'y

a las fracciones donde se identificaron lambertina, pronuciferina y berberina. El recuento

de los organismos vivos se realizé después de 24 horas de aplicado el ensayo.

La tabla muestra el porcentaje de respuesta de los individuos frente al bioensayo de

toxicidad. Se consider6 como respuesta positiva la muerte de los individuos.

Extractos/ Concentracion . Itlg.de N2 de individuos | Porcentaje de
Fracciones (opm) individuos con respuesta respuesta
expuestos positiva (%)

Extracto 10 30 7 23,33
alcaloidal 100 28 13 46,43
Berberis 1000 30 28 93,33
rotundifolia Control 32 14 43,75
10 30 13 43,33
Lambertina 100 28 13 46,43
1000 30 29 96,67
Control 30 8 26,67
10 28 6 21,43
Pronuciferina 100 30 15 50,00
1000 30 29 96,67
Control 30 8 26,67
10 30 12 40,00
Berberina 100 28 15 53,57
1000 30 29 96,67
Control 30 8 26,67

Tabla 10. Porcentaje de mortalidad de los individuos de Artemia salina en el ensayo de toxicidad.
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La tabla 11 muestra los valores de LCsy obtenidos mediante el andlisis estadistico

Probit. Los valores estan presentados en ppm y con intervalo de confianza de 95%.

Extracto/ Fracciones

Concentracion letal media

LCso (Ppm)
Extracto alcaloidal
258,64
Berberis rotundifolia
Lambertina 268,11
Pronuciferina 157,03
Berberina 98,54

Tabla 11. LCs, obtenidos en el analisis Probit para el ensayo de toxicidad frente a Artemia salina.
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4.3.2. Ensayo de citotoxicidad por inhibicion de division celular en huevos de

Loxechinus albus.

El ensayo de citotoxicidad se aplicé al extracto alcaloidal de Berberis rotundifoliay a las

fracciones donde se identificaron pronuciferina y berberina.

A las 2 horas después de haber realizado la fecundacién, se contabilizaron las células

que no tuvieron division celular (células no segmentadas).

Las muestras se ensayaron por triplicado y los resultados se expresaron como
concentracion inhibitoria media (ICso), considerando como respuesta positiva la

inhibicion de la divisién celular.

Los resultados del andlisis estadistico Probit se muestran en la Tabla 12.

Concentracion efectiva media
Extracto/ Fracciones
ICs50 (Ppm)
Extracto alcaloidal

295,50

Berberis rotundifolia
Pronuciferina 123,12

Berberina 97,61

Tabla 12. IC5, obtenido en el analisis Probit para el ensayo de inhibicion de la division celular
frente a Loxechinus albus, con un intervalo de confianza de 95%.
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5. Discusion

Las especies del género Berberis han sido de gran interés para la Quimica de
Productos Naturales, por las importantes propiedades farmacolégicas que han
presentado compuestos aislados de estas especies. Ejemplo de lo anterior son los
innumerables estudios que se han realizado para esclarecer las propiedades
farmacologicas presentadas por Berberina, alcaloide principal de muchas especies de
Berberis. Estudios realizados a diversas Berberis chilenas, arrojan que este género

presenta una composicion quimica principalmente alcaloidal.

Este trabajo de investigacion estuvo orientado a conocer la composicion quimica
alcaloidal y la actividad biolégica de Berberis rotundifolia, especie que hasta la
actualidad carecia de estudios que permitieran tener informacién sobre dichas
caracteristicas, por lo que los datos obtenidos en esta investigacién son inéditos y

aportan al conocimiento de las Berberis chilenas.

Mediante el estudio quimico fue posible aislar tres compuestos de naturaleza alcaloidal.
Estos alcaloides denominados experimentalmente CBR5, CBR46 y CBR99, han sido
aislados por primera vez a partir de Berberis rotundifolia y se correspondieron
estructuralmente con Lambertina, Pronuciferina y Berberina, los cuales provienen
biogenéticamente de una base bencilisoquinolinica comun. En el género Berberis ha
sido frecuente encontrar alcaloides de base bencilisoquinolinica, por lo que su
presencia en Berberis rotundifolia cabe dentro de la composicion alcaloidal tipica de las

especies de Berberis.
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La utilizaciéon de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) como metodologia de
andlisis cualitativo, permitié reafirmar la presencia de los alcaloides sefalados
anteriormente en el extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia. Si bien la identidad de
los compuestos se establecié utilizando metodologias clasicas y validadas para tal fin,
el empleo de técnicas mas avanzadas de espectroscopia, como Resonancia Magnética
Nuclear bidimensional y Espectroscopia de Masa, permitiria contar con datos mas

categéricos sobre la naturaleza estructural de dichos compuestos.

Durante la realizacion del estudio quimico, se detecto la presencia de otros compuestos
de naturaleza alcaloidal, que por cuestion de tiempo no fue factible identificar. Estos
datos permitirian disefiar un nuevo estudio quimico con la finalidad de ampliar los

conocimientos sobre el contenido alcaloidal de Berberis rotundifolia.

La evaluacién de la capacidad antioxidante de drogas vegetales, se ha hecho cada vez
mas valiosa e imprescindible en el estudio quimico-biolégico de plantas medicinales,
esto porque la utilizaciéon de antioxidantes naturales en alimentos o como suplementos

dietarios ha ido adquiriendo gran valor en la industria farmacéutica y alimentaria. Con el
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fin de evaluar actividad antioxidante en extractos y compuestos, se han disefiado una

serie de metodologias, siendo una de las mas utilizadas la inhibicién del radical DPPH.

En este trabaj6é se someti6 a evaluacion el extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia 'y
las fracciones identificadas como pronuciferina y berberina. Todas las muestras
analizadas demostraron tener un importante efecto inhibidor del radical DPPH,
alcanzando valores sobre el 50% de inhibicién. La determinacién del efecto antioxidante
a través del tiempo permitié observar que la inhibicién del radical DPPH se produce
mayoritariamente en los primeros cinco minutos, para luego aumentar discretamente
hasta el término del ensayo. Es importante resaltar que el extracto alcaloidal y
pronuciferina alcanzaron niveles de inhibicion similares con valores cercanos a 80%, lo
que nos lleva a pensar que el efecto antioxidante mostrado por el extracto alcaloidal
podria deberse principalmente a la presencia del alcaloide pronuciferina y que éste
estaria potenciado por la presencia de berberina y otros alcaloides presentes en el
extracto. Estos resultados convierten a esta planta en una fuente natural de compuestos
antioxidantes y en una alternativa valida para la busqueda de antioxidantes de origen

natural.

La evaluacion de la actividad biolégica de especies vegetales a través de la utilizacion
de bioensayos, permite conocer en forma preliminar, eventuales acciones
farmacoldgicas que compuestos contenidos en ellas podrian presentar. En este estudio
la aplicacion de bioensayos de toxicidad y citotoxicidad proporcioné informacién basica,

tanto cualitativa como cuantitativa de dichas propiedades biolégicas.
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Los resultados obtenidos en el bioensayo de toxicidad muestran que bajo las
condiciones en que se desarrollé el ensayo, el extracto alcaloidal y berberina
presentaron toxicidad frente a Artemia salina. Los valores se muestran en la tabla 9,
donde el extracto alcaloidal presentd un valor de LCsy de 258,64 ppm, mientras que
berberina mostré una LCsy de 98,54 ppm. En base a estos resultados y considerado
limites de toxicidad de 1000 ppm para extractos y 100 ppm para fracciones o
compuestos puros (Mbwambo, 2007), se puede afirmar que tanto el extracto alcaloidal

de Berberis rotundifolia como berberina presentaron actividad biolégica.

En el bioensayo de citotoxicidad los resultados fueron similares a los exhibidos en el
ensayo de toxicidad general, mostrando nuevamente actividad el extracto alcaloidal y
berberina, con valores de IC5y de 295,50 ppm y 97,61 ppm respectivamente.
Considerando limites de citotoxicidad de 1000 ppm para extracto y 100 ppm para
compuestos y fracciones (Betancur-Galvis et al, 2002, Carballo et al, 2002), es posible
sefalar que bajo las condiciones de experimentacion detalladas en materiales y
métodos, el extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia y berberina presentan
propiedades citotoxicas, siendo capaz de inhibir la divisiébn celular en huevos

fecundados de Loxechinus albus.

Es importante sefialar que en ambos bioensayos las mejores respuestas fueron
presentadas por el extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia, por lo que pensamos que
las propiedades exhibidas se deberian a un sinergismo producido por los componentes
de dicho extracto. Esto porque en algunos casos, la coexistencia de moléculas con

estructuras similares pueden aportar efectos aditivos a una determinada actividad.
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Considerando el principio que farmacologia es simplemente toxicologia a
concentraciones bajas (Osorio, 2005), los resultados obtenidos en los bioensayos, nos
llevan a pensar que las propiedades exhibidas tanto por el extracto alcaloidal como por
berberina, podrian ser la base de eventuales propiedades farmacolégicas. Esto nos
permite proyectar este trabajo a la realizacion de nuevos estudios con el objetivo de
esclarecer probables actividades antifungicas, antimicrobianas y antitumorales, de
manera de aportar en la busqueda de nuevas sustancias mas efectivas y carentes de

resistencia microbiana.

Finalmente, es posible decir que el mundo vegetal constituye una fuente importante de
moléculas potencialmente terapéuticas, siendo por muchos afnos el origen de una gran
cantidad de farmacos de utilizacién actual, realzando la importancia de conocer las
plantas medicinales en cuanto a sus principios activos y actividades biolégicas. En este
ambito, las bases curriculares del profesional Quimico Farmacéutico, permiten un buen
desempeno en el area, aportando asi al aumento del arsenal farmacoldgico disponible

para el tratamiento de las dolencias que afectan al mundo actual.
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6. Conclusiones

Del estudio quimico y biolégico de Berberis rotundifolia realizado se puede concluir que:

El extracto metandlico de Berberis rotundifolia posee un importante contenido de

compuestos de caracter alcaloidal.

El estudio quimico del extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia, permitié aislar
por primera vez de esta planta, los alcaloides lambertina, berberina vy

pronuciferina.

Los alcaloides aislados de Berberis rotundifolia presentan un origen biosintético
comun, proviniendo del aminodcido tirosina. Berberina y lambertina
corresponden a alcaloides protoberberinicos, mientras que pronuciferina

presenta una estructura proaporfinica.

El extracto alcaloidal de Berberis rotundifolia presenté actividad biolégica en cada
bioensayo realizado, exhibiendo importantes respuestas toxicoldgicas, citotéxicas

y de actividad antioxidante.

Tanto el extracto alcaloidal, como las fracciones en las cuales se identificaron los
alcaloides pronuciferina y berberina poseen actividad antioxidante frente al
radical DPPH. En este ensayo la mejor respuesta la presenté el extracto

alcaloidal de Berberis rotundifolia.
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Frente a los bioensayos de toxicidad general y citotoxicidad, las fracciones
analizadas presentaron actividades variables, berberina mostr6 una gran
actividad toxicolégica y citotdxica, mientras que lambertina no mostr6é actividad
en el bioensayo de toxicidad y pronuciferina no mostré actividad en ninguno de

los bioensayos realizados.

El estudio quimico y biolégico realizado permitié establecer bases para la
realizacidén de estudios posteriores que permitan ampliar el conocimiento sobre la
quimica de Berberis rotundifolia y posibles propiedades farmacoldgicas que

podrian presentar compuestos aislados de dicha especie.
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Anexos

8.

Anexo 1. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear RMN- 'H de la fraccion BR5.
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Anexo 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear RMN-"*C de la fraccién BR5.
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Anexo 3. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear RMN-"H correspondiente a la fraccion BR46.
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Anexo 4. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear RMN-"3C correspondiente a la fraccion BR46.
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Anexo 5. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear RMN-'H de la fraccion BR99.




Anexo 6. Cromatograma HPLC de la fraccion BR46.

[ .
Default Individual Report
software
Reported by User.  Sysiem Project Mame.  Prod_Nat
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: R85 Acquired By: System
Sample Type: Unknowen Date Acquired: 20-07-2007 12:42:35
ial: 1 Acq. Method Set: Col K 22_30_1
Injection # 1 Drate Processzad: 20-07-2007 13:24:55
Injection Vaolume: 10,00 ul Proceasing Method:  R_46
Fun Time: 10,0 Minutes Channel Nams: 254
Sample Set Mams:  R_46 Proc. Chnl. Descr.: PDA 254 0 nm
5
5,00 i
4,00 I
= 5,00
z
2,00+ ‘
1,00+ ||
|
(-
0,00 i —
rrrrprrrrrrrr|prrrrrrrrr|prrrrrrrrr[r 11111111 [ 11T 11T
1.00 2,00 3.00 4,00 6,00 7.00 2,00 2,00 10,00
Minutes
Peak Mame | RT Area % Area | Height
1| Peak1 1,500 | 29924715 | 100,00 | 5656512
Report Method: Default Individual Report Printed 13:27:39 20-07-2007 Page: 1of1
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Anexo 7. Cromatograma HPLC de Pronuciferina (patrén).

[ 0 .
Default Individual Report
software
Reported by User:  System Project Name: Prod MNat
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: H& Acquired By: System
Sample Type: Unknown Date Acquired: 20-07-2007 13:00:55
Vial: 2 Acqg. Method Set: ColK22 30 1
Injection #: 1 Date Processed: 20-07-2007 13:27:07
Injection Volume: 10,00 ul Processing Method:  H_5
Run Time: 10,0 Minutes Channel Name: 254
Sample Set Name:  R_46 Proc. Chnl. Descr.: PDA 2540 nm
0,60
0.5[r:
0.4[)—: |
- 0301 |
= 1 | ‘
w0
] @
oo 7
% ||
B @ | |
0,10 o II |
j I ".
4 \\
0,007 —
T |1:EGI — .250. — I&bol — |4,ID[JI — |5.‘DD‘ T al[m. — .T:ED. — .SED. — IQIDD‘ T I10,DD
Minutes
Peak Name | RT Area | % Area| Heght
1| Peakl 1,138 816258 | 12,93 | 90704
2| Peak2 1,503 | 5495232 | 87,07 | 564343
Report Method: Default Individual Report Printed 13:28:19 20-07-2007 Page: 1of 1
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Anexo 8. Cromatograma HPLC de la fraccion BR99.

] u
software

Default Individual Report

Reported by User:  System

Project Name:  Prod_Nat

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: R -99 Acquired By: System

Sample Type: Unknown Date Acquired: 30-07-2007 13:42:41
Vial: 18 Acg. Method Set: ColK22_30 1
Injection #: 1 Date Processed: 30-07-2007 14:29:23
Injection Volume: 10,00 ul Processing Method: R_112

Run Time: 10,0 Minutes Channel Name: 254

Sample SetName: D 8 Proc. Chnl. Descr.: PDA 2540 nm

0,357

0,30

0,257

0,207
> ]
= 4

0,157

0,107

0,05

o.nn—:—J—’ R

— I1EGI — .250. — Iabol — |4,IDDI — |5.I[JDI — Ia.lnnl — .?:EU. — IS,IDDI — IQ,IDDI — I10,[J[J
Minutes
Peak Name | RT Area | % Area | Height
1| Peakl 1,009 | 2816052 | 100,00 | 359770

Report Method: Default Individual Report

Printed 14:28:42

30-07-2007

Page: 10of1
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Anexo 9. Cromatograma HPLC de Berberina (patron).

Peak Name | RT Area | % Area | Height

Peak 1,006 | 5153962 | 100,00 | 637104

0 . .
Default Individual Report
software
Reported by User:  System Project Name:  Prod_Mat
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Berberina Acquired By: System
Sample Type: Unknown Date Acquired: 14-06-2007 12:13:51
Vial: 2 Acq. Method Set: ColK22_30_1
Injection #: 1 Date Processed: 14-06-2007 17:15:44
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method:  Berberina
Run Time: 10,0 Minutes Channel Name: 254
Sample Set Name:  Berberina Proc. Chnl. Descr.: FDA 254 0 nm
060
0.5[)-:
0.40—:
2 J
“ 0,301
0.2[)-:
0.10—:
0,00 A — —
— Itﬁul — .250. — Iabol — |4,IDDI — |5.I[JDI — Ie.lnnl — .?:ED. — IS,IDDI — IQ,IDDI — I10,[J[J
Minutes

Report Method: Default Individual Report Printed 17:16:36 14-06-2007 Page: 10of1
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Anexo 10. Evaluacion de la Actividad Antioxidante.

88

Absorbancia

0 min. 5 min. 10 min. 15 min. 30 min.
M1 0,316 0195 0,190 0,190 0,196
Extracto M2 0,417 0,197 0,193 0,193 0,196
alcaloidalde ™y 0413 | 0,195 | 0,194 | 0492 | 0,192
m‘fs; Z?:«If;ia M4 | 0432 0,194 0,192 0,189 0,189
M5 | 0,441 0,194 0,197 0,190 0,190
M 1 1,002 0,661 0,579 0,529 0,458
o M2 | 0,987 0,647 0,559 0,510 0,433
Pronuciferina ™37 969 0,608 0,531 0,484 0,420
M4 | 0,970 0,629 0,537 0,491 0,423
M5 | 1,035 0,649 0,565 0,515 0,442
M1 0,447 0,364 0,346 0,333 0,299
_ M2 | 0483 0,354 0,334 0,322 0,293
Berberina M3 | 0,486 0,359 0,341 0,328 0,295
M4 | 0,481 0,362 0,343 0,329 0,302
M5 | 0,483 0,364 0,346 0,333 0,305

M = numero de replica.
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Anexo 11. Evaluacion de la Actividad Antioxidante.

Porcentaje de inhibicion

0 min. 5 min. 10 min. 15 min. 30 min.
Extracto M 1 67.52 79.95 80,47 80,47 79.85
a"?'°"7da! de M 2 5714 79.95 80,16 80,16 79.85
te’ d?;’j, M3 57,55 79,95 80,26 80,26 80,26
rotunadiiolia M 4 55,60 80,06 80,57 80,57 80,57
M5 54.67 80,06 80,47 80,47 80,47
M 1 5405 69.82 73.56 75.84 79.09
Pronuciferina 7 54,93 70,46 74.47 76,71 80,23
M3 55,75 72.24 75.75 77.90 80,82
M 4 55,71 71.28 75,48 77.58 80,68
M5 52,74 70.37 742 76,48 79.82
M 1 34,74 50,20 52.66 54.44 59,09
Berberina M 2 33,92 51,57 54.30 5595 5991
M3 33,51 50,88 53,35 55 12 59,64
M 4 34,19 50,47 53,07 54,99 58,68
M5 33,02 50,20 52 .66 54,44 58,27

M = numero de replica.
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