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RESUMEN

Introduccioén: la busqueda de metabolitos de origen natural, con actividad
biolégica promisoria, particularmente la actividad insecticida, es un blanco
interesante en las investigaciones sobre productos naturales.

Objetivos: evaluar la bioactividad de extractos de diferente polaridad de semillas
de Crotalaria pallida Aiton sobre el modelo biolégico Drosophila melanogaster.
Métodos: la bioactividad de los extractos de diferente polaridad de semillas secas
de C. pallida se evallo por ingestion en el modelo biolégico; permitiendo purificar y
determinar la estructura quimica del principio activo usando RMN.

Resultados: la bioactividad expresada resultd de dos tipos; uno causoé la inhibicién
de los estados larvarios, evidenciada con la disminucion del niamero de pupas de los
tratamientos con respecto a los controles no tratados, la relacién dosis-respuesta
permitio calcular una Cl so de 156,47 ppm; el otro efecto inhibi6 el paso
pupa-adulto, disminuyendo el niumero de adultos de los tratamientos frente a los
controles, estableciéndose una Clso de 7,95 ppm. Con el uso de diferentes ensayos
de RMN se determiné el alcaloide usaramina como responsable de esta actividad
bioldgica.

Conclusiones : la bioactividad de los extractos de polaridad media/baja permiti6 el
aislamiento de un metabolito con actividad insecticida promisoria, manifestada con
la inhibicién del normal desarrollo del ciclo de vida de D. melanogaster, el extracto
no exhibe actividad sobre la oviposicién, en el intervalo de concentraciones
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evaluado; a bajas concentraciones inhibe la eclosién de pupas y a altas
concentraciones afecta el desarrollo de las larvas; actividades que se mantienen al
probar el metabolito purificado.

Palabras clave: Crotalaria pallida, correlacion dosis y respuesta, Drosophila
melanogaster, estados inmaduros, Usaramina, modelo biolégico, relacion
adulto/pupa (R A/P), Clso.

ABSTRACT

Introduction: the search for metabolites of natural origin with promising biological
—particularly insecticidal— activity, is an interesting target for research about natural
products.

Objectives: evaluate the bioactivity of extracts of varying polarity from Crotalaria
pallida Aiton seeds using the Drosophila melanogaster biological model.

Methods: an evaluation was conducted of the bioactivity of extracts of varying
polarity from dry C. pallida seeds by ingestion into the biological model, with the
purpose of purifying and determining the chemical structure of the active principle
through NMR spectroscopy.

Results: two types of bioactivity were expressed. One caused inhibition of larval
stages, evidenced in a smaller number of pupae in treatment controls with respect
to non-treatment controls. The dose-response relationship allowed estimation of a
Clso of 156.47 ppm. The other effect inhibited progress from pupa to adult,
reducing the number of adults in the treatment vs. control groups, with an Clso of
7.95 ppm. With the use of various NMR assays, it was determined that the alkaloid
usaramine was responsible for this biological activity.

Conclusions: the bioactivity of extracts of medium / low polarity permitted the
isolation of a metabolite with promising insecticidal activity, manifested in the
inhibition of the normal development of the life cycle of D. melanogaster.

The extract does not show any activity on oviposition in the concentration range
studied. At low concentrations it inhibits the eclosion of pupae, whereas at high
concentrations it affects larval development. Both activities remained when the
purified metabolite was tested.

Key words: Crotalaria pallida, dose-response relationship, Drosophila
melanogaster, immature stages, usaramine, biological model, adult / pupa
relationship (A/P R), ClI so.

INTRODUCCION

El género Crotalaria incluye cerca de 600 especies distribuidas a través de los
trépicos y subtrépicos,! pertenece a la familia Leguminosae (Fabaceae), tribu
Crotalarieae.? En Colombia, se han reportado 19 especies, en su mayoria situadas
en zonas célidas y templadas por debajo de los 2000 m.s.n.m.2 Las especies de
Crotalaria por su condicién de leguminosas tienen un importante valor como
forraje, abono verde y fuente de nitrégeno lo cual permite potenciar la aptitud
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agricola de los suelos. La fitoquimica de este género ha permitido identificar un
buen nimero de metabolitos secundarios, entre los que se encuentran varios tipos
de alcaloides,* aminas, flavonoides, coumarinas, lectinas, etc.>¢

Las especies de Crotalaria, son consideradas la principal fuente de alcaloides
pirrolizidinicos los cuales son téxicos para mamiferos;’ en humanos se han
reportado actividades toxicolégicas, causadas por alcaloides pirrolizidinicos
insaturados, asociados a mecanismos de bioactivacion mediados por citocromo
P450, que en muchos casos producen metabolitos genotéxicos.*8

A pesar del reconocido efecto toxicoldgico atribuido a este tipo de alcaloides, en
muchos paises incluyendo Colombia, algunas especies de Crotalaria son usadas en
medicina popular.® Los alcaloides de tipo retronécico, en especial aquellos de tipo
diester macrociclico, han sido estudiados estructuralmente y evaluados de manera
exhaustiva desde la perspectiva farmacolégica,® sin embargo no existen reportes
que relacionen este tipo de compuestos con una actividad insecticida promisoria.

En este trabajo se evaluo la actividad bioldgica de extractos de diferente polaridad
de semillas de Crotalaria pallida Aiton, utilizando el modelo biolégico Drosophila
melanogaster. El uso del modelo facilitd el andlisis cualitativo y cuantitativo de las
fracciones. La combinaciéon de diferentes ensayos de RMN acoplados, sumados a la
respuesta del modelo biolégico, permitieron establecer que los desplazamientos
quimicos y la correlacion de las sefiales de RMN para el metabolito responsable de
las actividades inhibitorias del ciclo de vida del modelo, corresponden a las
reportadas para el alcaloide usaramina (figura 1).

Usaramina

Fig. 1. Representacidn estructural del alcaloide usaramina.,

146
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2014;19(1):144-153

METODOS
Colonias de Drosophila melanogaster (CEPA CANTON)

Las colonias de moscas, genéticamente estables, se obtuvieron del laboratorio del
Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares (GIEM) del instituto de Quimica de
la universidad de Antioquia donde son mantenidas a una temperatura promedio de
23 °C, con una humedad relativa del 65 % y un fotoperiodo de 12 horas.1°

Material vegetal

La recoleccién de la especie C. pallida se realizé en el municipio de Girardota,
departamento de Antioquia, Colombia, a una altura de 1300 m.s.n.m con una
temperatura promedio de 22 ©C. El espécimen se encuentra depositado bajo el
voucher N© HUA 157910, en el herbario de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Antioquia.

Extractos totales

Las semillas se secaron a temperatura ambiente durante 48 horas, posteriormente
se molieron en un molino marca CONDUX-WERK® modelo LV15M, el material
homogeneizado se extrajo con solventes de diferente polaridad, iniciando con éter
de petroleo (fraccion 45-60 ©C), el marco desengrasado se seco6 y se extrajo con
diclorometano, posteriormente se extrajo nuevamente el marco seco con metanol,
todos los extractos se obtuvieron en un sistema Soxhlet. Los extractos se
concentraron por rotaevaporacion usando un equipo marca BUCHI® modelo RE 111.

Para garantizar la solubilidad de los extractos en el alimento de D. melanogaster se
emulsificaron utilizando el tensoactivo TWEEN-80 (Polioxietilen sorbitan
monooleato), adicionando 7 % (v/v) del tensoactivo a una mezcla agua/extracto;
posteriormente se sometid la mezcla a la accion mecanica para disminuir el tamario
de particula y homogeneizar la dispersién, los extractos de diferente polaridad
fueron emulsificados bajo las mismas condiciones y su bioactividad probada en el
modelo bioldgico. Las pruebas de bioactividad dirigida se realizaron por la ingestiéon
del alimento mezclado con el extracto emulsificado, con esta metodologia se evalud
el ciclo de vida del insecto.

Extracto de alcaloides totales

El analisis de los extractos totales por TLC, revel6 la presencia de alcaloides lo que
motivé su extraccion. Las semillas secas y molidas se desengrasaron con éter de
petroleo (fraccion 45-60 ©C), luego el material vegetal se secd, se humecté con
hidroxido de amonio (NH4OH) en agua al 5 %, el material alcalinizado se extrajo
con diclorometano en un sistema Soxhlet, por un tiempo de 8 horas; este extracto
se concentré en rotaevaporador hasta 1/3 del volumen original, luego se aciduld
con HCIl al 5 % en embudo de separacion, se recupero la fase acuosa y se alcalinizo
hasta pH 8 con solucién acuosa de hidréxido de amonio al 5 %. La solucién
alcalinizada se extrajo con diclorometano, las fracciones de diclorometano se
juntaron para concentrarlas en rotaevaporador. El extracto de alcaloides totales se
sometié al proceso de solubilizacion en agua y posterior emulsificacion para la
evaluacion bioldgica.
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Separaciones cromatograficas

Al concentrar en rotaevaporador los extractos de diclorometano aparecié un soélido,
que se probd fue soluble en MeOH, este sélido se analizé por cromatografia en capa
fina (TLC), los corridos se realizaron sobre placas de silica gel 60 unida a aluminio
(MERCK © 5554) que se asperjaron con el reactivo de Dragendorff, encontrandose
dos compuestos (Rfi = 0,87 y Rf2 = 0,37) que producen respuesta positiva a la
prueba de alcaloides.

La separaciéon de estos compuestos se realizé en columna de vidrio (1,0 cm
didmetro x 30 cm de largo) empacada con silica gel 60 (MERCK ©°. Kieselgel 60G,
Art. 7731), utilizando mezclas con diferentes proporciones de MeOH y acetato de
etilo. De la fraccibn mas polar (90 % MeOH: 10 % acetato de etilo) se obtiene el
alcaloide mayoritario (Rf2) purificado, posteriormente se evalu6 la bioactividad y se
realizé el analisis estructural por RMN.

Bioensayo: interrupcion del ciclo de vida

Para evaluar la bioactividad de los extractos totales, se seleccion6 un intervalo
amplio de concentraciones (0,0 — 10000 ppm). El ensayo se realizé en viales de
vidrio (5 cm de ancho X 10 cm de alto, con un volumen aproximado de 50 mL), en
los cuales se deposité el volumen de extracto correspondiente a cada concentracion
y se completé a un volumen final de 15 mL con el alimento para D. melanogaster,
que se prepara con 450 mL de agua, 7,0 g de agar, 50,0 g de harina de maiz, 15,0 g
de levadura, 40 mL de melaza y 2,5 mL de &cido propidnico. Los viales se dejaron en
reposo por 12 horas antes de realizar el cruce de los individuos.

En cada vial se depositaron tres parejas de individuos jovenes, de cuatro dias de
edad. El tiempo de cruce vario con el objeto del andlisis. Para realizar el recuento
de huevos las parejas se cruzaron durante 24 horas. Para la evaluacion del ciclo de
vida completo los individuos se cruzaron por 48 horas.*°

Identificacién de los metabolitos

La identificacion del principio activo purificado, se realizé mediante espectrometria de
resonancia magnética nuclear, en un equipo marca BRUKER® AMX 300, con 300 MHz

para 'H y 75 MHz para 3C, se realizaron ensayos 1-D 1°C, 1-D *H y 2-D *H-'3C HMBC,
1H-13C HMQC, *H-*H COSY. Los espectros fueron tomados en DMSO-d6 a 25 °C.

Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados con tres repeticiones independientes
(n=3). Se realizaron los analisis de regresion para las variables nimero de
individuos y concentraciéon de los extractos, Anova entre ensayos con el paquete
estadistico Statgraphics Centurion XV. Los analisis de regresion fueron analizados a
un nivel de significancia del 0,05.

RESULTADOS

En la figura 2 se muestra el recuento de los individuos del modelo en los estados
huevo, pupa y adulto, para el alimento suplementado con el extracto de
diclorometano. Ensayos idénticos para los extractos metandlico y de éter de
petréleo (fraccion 45-60 ©C), permitieron establecer que ninguno de los extractos
presenta actividad inhibitoria sobre la oviposicion del modelo biolégico, y que sélo
el extracto de polaridad media baja (diclorometano) exhibe actividad promisoria
sobre los otros estados del ciclo de vida de D. melanogaster.
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Fig. 2. Recuento de individuos para el ensayo con extracto total de diclarometano de
semillas de <. paffida.

Con el recuento de los individuos en los estados pupa y adulto se establecieron
relaciones importantes entre la bioactividad presentada por la fraccion de
diclorometano y el intervalo de concentraciones utilizado para los bioensayos de la
misma; esta fraccion presenté dos efectos inhibitorios diferentes sobre el ciclo de vida
del modelo como se puede apreciar en la figura 2. Uno de ellos, esta relacionado con
la disminucién del nimero de pupas en los tratamientos con respecto al control y el
otro exhibe una marcada inhibicion sobre el paso pupa-adulto.

Actividad biolégica del alcaloide purificado

El compuesto mayoritario (Rf2) se purificé utilizando cromatografia en columna, con
el analisis de varianza se planteé un modelo matematico que describe la relacion
entre las variables dosis y respuesta, con un alto grado de significancia estadistica
(Tabla 1), un p-valor menor que 0.05 demuestra esta afirmacion, se calcul6é una
Clsode 156.47 ppm para la actividad inhibitoria del alcaloide purificado sobre los
estados inmaduros del modelo (larvas). Igualmente el analisis de varianza de la
actividad del alcaloide usaramina sobre los estados maduros del modelo (pupas)
proporcioné un modelo matematico (Tabla 1) con el cual se calculé una Clso de
7.95 ppm, la relacion dosis-respuesta en este caso también resulto
estadisticamente significativa a un nivel del 95 % de confianza ya que se obtuvo un
p-valor de 0.0045.
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Tabla 1. Modelos de regresidn para las actividades del alcaloide usaramina sobre
los estados larva y pupa del modelo D. melanogaster

Actividad Parametros del modelo p-valor
Larva Pupas = 127,741-6,2149% sqrt (concentracion) 0,01
Pupa Adultos = 111,15-21,6836 sqrt (concentracion) 0,0045

Andlisis estructural del metabolito purificado

La asignacion de las sefiales de 'H RMN y de *3C RMN (Tablas 2 y 3 respectivamente), se
realizé utilizando la combinacién de diferentes ensayos de RMN 1-D *3C, 1-D H2-D *H-'3C
HMBC, *H— 13C HMQC, *H—'H COSY con lo cual se logré definir el alcaloide usaramina, ver
figura 1, como la estructura del metabolito responsable de las actividades inhibitorias sobre
D. melanogaster.

Tabla 2. Sefiales 'H EMN para el alcaloide usaramina

Protan sobre el

Carbono N* 5 (P Proton
2 6.15 1H, s
3 a 3.30 1H, dd
b 3.80 1H, s ancho
5 a 2.45 1H, dd
b 3.10 1H, m
a 2.00 1H, dd
6 b 2.25 1H, m
complejo
T 4.93 1H, s ancho
8 425 1H, s ancho
9 4.15 1H. d
5.25 1H. d
13 1.79 1H, d
14 a 1.90 1H,m
b 2.10 1H, m
18 350 2H, 5
19 0.80 3H, d
20 6.40 1H, g
21 1.79 3H, d

El espectro fue tomado en DMS0-dB6
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Tabla 3. Sefiales 13C RMN para el alcaloide usaramina

N°® CARBONO 5 (ppm)
1 134.23
134.82
3 64 .30
5 52.90
6 29 65
i a7
8 78.93
9 61.32
11 174.69
12 81.31
13 37.07
14 33.71
15 132.96
16 168.77
18 67.14
19 12.08
20 135.67
21 14.23

El espectro fue tomado en DMS0O-d6

DISCUSION

El uso del modelo Drosophila melanogaster!! permitié evaluar la actividad biolégica
de los extractos totales de diferente polaridad, éter de petréleo (fraccién 45-60 ©C),
diclorometano y metanol, en su orden; encontrandose actividad biolégica
promisoria en el extracto de diclorometano, caracterizada por la inhibicion de los
estados inmaduros del modelo, lo que causé la disminuciéon de las poblaciones de
pupas y de adultos de los tratamientos frente a los controles no tratados.

La oviposicion del modelo biolégico no se afecté por la presencia de ninguno de los
extractos ya que no existe correlacion estadisticamente significativa entre las
variables dosis y respuesta.

La actividad expresada por el extracto total de diclorometano sobre el estado de
pupa y la ausencia de actividad sobre la oviposicion del modelo biolégico no permite
atribuir la bioactividad de este extracto Unicamente sobre los estados larvarios del
modelo bioldgico, ya que también es factible que exista afectaciéon en la viabilidad
de los huevos.

El modelo biolégico facilité el fraccionamiento del extracto crudo con actividad
promisoria hasta la obtencién del metabolito purificado, al exhibir un aumento en la
actividad inhibitoria del paso pulpa-adulto a concentraciones tan bajas como 20 ppm
a medida que se avanzaba en la purificacion del alcaloide usaramina. La magnificacion

151
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2014;19(1):144-153

de la actividad especifica del principio activo sobre la disminucion del nimero de
pupas se evidencié en concentraciones superiores a 50 ppm; en ningun caso el
alcaloide purificado presenté actividad sobre los adultos del modelo.

Los modelos matematicos derivados del analisis estadistico de las correlaciones
dosis-respuesta permitieron establecer que de las dos actividades biolégicas
expresadas por el modelo D. melanogaster la inhibicién del paso pulpa-adulto
resulté ser la mas relevante ya que se necesita una concentracion casi veinte veces
menor para inhibir la eclosiéon del 50 % de las pupas, que la necesaria para inhibir
el mismo porcentaje en los estados larvarios de una poblacién.

La estructura del alcaloide usaramina se logré determinar al comparar los
desplazamientos quimicos para el compuesto aislado de semillas de C pallida
reportados en la literatura, pudiéndose sefalar que existe una estrecha relaciéon
que admite establecer la estructura del compuesto.

En el espectro! H RMN es importante destacar la sefial del protén sobre el carbono
enumerado como 20 con un desplazamiento quimico (6,40 ppm) que correlaciona
muy bien con los reportes para el alcaloide usaramina y no asi para su isbmero
retrorsina (5,71 ppm);'?1* de la misma forma, la separaciéon de las sefiales de los
protones ubicados sobre el carbono 9 (DH9 = 1,1 ppm), corresponde a un anillo
macrociclico diéster de doce miembros.*? Los desplazamientos quimicos de 2 C
RMN (Tabla 3) confirman la presencia de 18 carbonos en la molécula, dos de ellos
cuaternarios correspondientes a grupos carbonilo con ambiente quimico diferente
(C11 y C16) con un desplazamiento de 174.69 y 168,77 ppm respectivamente, el
carbono 16 corresponde a un carbonilo a-b insaturado. Los desplazamientos
quimicos de los carbonos que conforman la base nécica son consistentes con los
reportados en la literatura. Particularmente, los desplazamientos a campo bajo de
las sefiales para los carbonos C1 y C2 (134.23 y 134,82 ppm respectivamente),
confirman la presencia de una insaturacién en el anillo pirrolizidinico.>%7

Los espectros bidimensionales, muestran que todos los acoplamientos corresponden
a la estructura propuesta.

Se logré determinar mediante el analisis de bioactividad y diferentes ensayos de
RMN que el alcaloide de tipo retronécico conocido como usaramina es el
responsable de las actividades inhibitorias observadas sobre el ciclo de vida de D.
melanogaster.
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