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E l  presente trabajo de tesis se origin0 del proyecto de investigacion "Bioactive Agents 

from Dryland Biodiversity of Latin America", que a su vez se encuentra incluido en el prosrama 

internacional denominado "International Cooperative Biodiversity Group Program" (ICBG). Este 

programa esta patrocinado por el "National Institute o f  Health (NHI)". una institucion 

gubernamental de 10s Estados Unidos de America. 

Los objetivos iniciales del programa ICBG (SuEness. era/., 1995) son 10s siguientes: 

I. Detectar recursos naturales renovables en paises en vias de desarrollo y proponer 

estrategias para la conservacion de 10s mismos. 

2. Desarrollar y establecer estrategias economicas y ecologicas para el cultivo de 

recursos naturales en paises en vias de desarrollo. 

3. Fomentar las investigaciones de 10s recursos naturales de varias regiones del mundo a 

un bajo costo. 

4. Fo~nentar el establecimiento de nuevas industrias de tipo farmoquimico en paises en 

vias de desarrollo que participan en el programa. 

5. Descubrir nuevos farmacos de origen natural para el tratamiento de enfermedades 

endemicas. 

6. Apoyar al rnejoramiento de la infraestructura de investigacion de 10s paises en vias de 

desarrollo panicipantes. 

7.  Impulsar la formation de recursos humanos capacitados para realizar investigacion de 

10s recursos naturales renovables ell 10s paises que participan en el programa. 

Los paises que panicipan en el proyecto "Bioactive Agents from Dryland Biodiversity 

o f  Latin America" son: Estados Unidos de America. Argentina. Chile y Mexico. a traves de las 

siyuietlres insrituciones: En 10s Estados Unidos de America la Universidad de Arizona. en donde 



reside el investigador principal del proyecto, Compaiiia BASF, Laboratorios Wyeth-Ayerst y la 

Utliversidad de Illinois. En Argentina, la Universidad Nacional de la Patagonia y el lnstituto 

Nacional de Tecnologia Agropecuaria, I N T A  En Chile la Universidad Catolica y en Mexico la 

Universidad Nacional Authnoma de Mexico, a traves de la Facultad de Quimica y el lnslituto de 

Biologia 

1.a Facultad de Quimica, en el marco de un convenio realizado con la Universidad de 

Arizona, realiza las siguientes actividades: 

a) Preparacibn de extractos vegetales en peque5a escala de las especies seleccionadas por 

el criterio etnomedico. 

b) Envio de los extractos obtenidos a 10s laboratorios panicipantes (Compariia BASF, 

Laboratorios Wyeth-Ayerst y el lnstituto de lnvestigaciones sobre Tuberculosis, en la 

Universidad de Illinois) en los Estados Unidos de America para determinar su 

actividad biolbgica. 

c) Obtencion dc los extractos cn mediana escala de las especies que resultarotl activas en 

su evaluacihn preliminar. 

d) Fraccionamiento biodirigido de los extractos activos. 

e) Aislamiento y purificacibn de 10s compuestos activos responsables de las actividades 

biologicas detectadas. 

0 Determinacihn de la estructura molecular dc los principios biodinamicos aislados. 

Estas actividades estan enfocadas a l  descubrimiento de nuevos farmacos a patiir de 

algunas especies ~nedicinales de la Republics Mexicans. 

Con base en el acuerdo realizado con la Universidad de Arizona. en donde se establece un 

apanado de confidencialidad sobre los resultados de las pruebas biologicas. estos resultados no 

pueden ser difundidos sin un registro de patentes que justifiquen 10s descubrimienros obtenidos 

de la investigacion: respetando esta clhsula, en este trabajo de tesis no se reponara ninglio tipo 

de resultado biologico. 



En el marco del proyecto "Bioactive Agents from Dryland Biodiversity o f  Latin Alilerica" 

la especie medicinal I'i/)er sancrrrrn (Miq.) Schl. file seleccionada como una fucnte de principios 

activos de interes lerapeutico. Por lo tanto, el objetivo primordial del siguiente trabajo es la 

iniciacion del estudio fitoquimico biodirigido del extracto integro del tallo de Pi/~cr . . 'u~~clr~~e con 

la finalidad de obtener 10s principios activos responsables de la actividad farrnacologica detectada 

en el proceso de seleccion. 

1.0s objetivos paniculares son 10s siguientes: 

> Preparar el extracto integro a mediana escala del tallo de P~per .sf~t~crttm por un proceso de 

maceration. 

> Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total, utilizando la tecnica de 

cromatografia en columna abiena. 

> Separar 10s principios de interes, por lo  menos de una de las fracciones activas aplicando 

tecnicas croniatograticas convencionales. 

> Caracterirar 10s compuestos activos obtenidos mediante la aplicacion de metodos 

espectrom6tricos y espectroscopicos. 



I1 ANTECEDENTES SOBRE Pipersnnctusl (Miq.) Schl. (Yiperaceae) 

2.1 Aspeclos taxortornicos de f'ipiper sancfu~n 

El genero Pi[xr. perteneciente a la familia Piperaceae del orden Piperales. contiene mas 

de 700 especies ampliamente distribuidas en las regiones tropicales e intertropicales del tnundo. 

Muchas de estas especies tienen gran importancia comercial. econbmica y medicinal. Desde el 

punto de vista economico y comercial, 10s fmtos de algunas especies proporcionan las pimietltas 

negra y blanca que son relevantes en el mercado de las cspecies, en tanto que otras por sus 

follajes son cultivadas como plantas ornamentales (Parmar el rrl., 1997). 

I'iper sa~nau~n (Miq) Schl., originaria de Mexico y Guatemala, es una especie que crece 

favorablemente en climas semicalidos y templados a una altitud entre 740 y 2600 m snm y 

florece entre los meses de Septiembre y Octubre. La planta mide entre 0.5 y 5 n~ de altura, 

presenta hojas alternas, pecioladas, redondeado-acorazonadas, oblongas, membranosas, 

aromaticas de sabor dulce y poco picante (Figura I): sus florcs cn forma de espigas cilirtdricas y 

lnuy densas son semejarnes a la cola de ratbn o cordoncillo, de color blanco o arnarillo: su tallo es 

liso sin espinas con ramas fragiles y fmto carnoso y con setnilla. Su desarrollo es evidente en 

terrenos de cultivo abandonados o asociados a bosques tropicales perennifolios, mesofilos de 

niontafia y matorrales rerofilos. En Mexico esta especie se encuentra distribuida en Sonora. 

Michoacan, Morelos. Puebla, Oaxaca, Veracmz y San Luis Potosi. Piper .SUI IC~~I I I I  se conoce 

popularmente como: hoja santa, hierba santa, hoja de ajan y hoja de anis, entre otros. 

En la Figura 2 se presenta la distribucian de la especie en la Repfiblica Mexicana (Arpueta 

cr u1.1994; Marquez el  01.. 1999) 

2.2 Aspecfos etnobolar~icos y antropol6gicos de Piper s a ~ ~ c t u n ~  

En varias regiones de la Repliblica Mexicana se repona el uso terapeutico tradicional de la 

planta Piper .su~~clzmr, principalmente de sus hojas. Asi. la planta es apreciada para el tratan~ietno 



'g .::;:,,. 

Figura I .  I'ijier sancrrlm (Miq.) Schl. (Piperacere) 
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de dolores de  diversa etiologia, del asma, la tos. urticarias, gripe, varices y como un agentc 

antisCptico. 

Para dolores estomacales se prepara una infusion con 3 6 4 lhojas en un litro dc agua se 

bebe la cantidad de  tres tazas por dia, o mas, si es necesario; para prevenir estos dolores sc 

prepara media hoja por taza y se ingiere despues de  cada comida, esto tambien ayuda a la 

digestion, dolor de cabeza, tos y asma. Para otro tipo de  trastornos estomacales se untan las hojas 

con manteca y bicarbonato y se aplica thpicamente. Los dolores externos disminuyen si se 

~nachacan las hojas, formando una plasta que se aplica en el lugar del dolor (mlisculo, estomago y 

huesos) En la urticaria c intlamacihn se soasa la hoja y se frota en la pane afectada. la 

inrlamacion tambien se trata aplicando la hoja tibia, previamente expuesta al agua caliente por 

unos segundos (Argueta el nl.. 1994: Marquez el a/., 1999). 

La planta entera como infusion, tambien se utiliza para el dolor estomacal, ademk,  alivia 

la gripe si se  bebe tres veces a1 dia; administrada durante nueve dias y en ayunas, se usa para 

tratar las varices; este cociniiento tambien es util para baAar a recien nacidos y panurientas 

(limpia la rnatriz) (Argucta el 01.. 1994). 

Para el dolor de  muelas, re cona  un pedazo de raiz de I0 a 20 cm, se lava y se mastica con 

la pane afectada para que la muela dafiada se desprenda. 

El tallo, hojas y flores se hierven acornpailadas de hierba morada, Santa Maria. hierba de  

vcnado y de  mamey; esta decoction es util para el tratarniento del cacham. 

Otras propiedades atribuidas a r a m  son: estimulante. ancstesico local. 

eupeptico, alexitere. emenagogo, baldmico. antipaludico, antipiretica, antiblenorragica. 

antidiarreica. contra laringids. tumoracioo de las mamas, cistitis, dispepsia. enteritis. nefritis y 

urctritis (Marquez er a/., 1999). 

2.3 Aspectos quimicos d e  Pipersrr~tclunr 

Desde el punto de vista quimico. 10s estudios realizados en diferentes especies del genero 

1'1/1cr, han permitido el aislamiento y caracterizacion dc numerosos y variados compuestos. 

pertenecientes al grupo de  10s renilpropanoides, lignanos, neolignanos, terpenoides, esteroidcs. u- 



pironas. alcaloides, furanolidas y tlavonoides (Haensel el ~1 ,1973 ,  1976. 1982: Pelter el 0/.,1972; 

Bradeczck er 01,1978; Pereda-Miranda er 01, 1997. Irrrer. a l~o) .  

En el caso de /';per su17clrrrn 10s estudios conducidos sobre la rair y el tallo han permitido 

el aislamiento y la caracterizacion de 10s metabolitos secundarios ilustrados en 10s Cuadros 1-4. 

Cuadro I .  Alcaloides aislados de  I? sancrunj 

Cuadro 2. Esteroides aislados de  I? snncrut,t 

ESTRUCTURA 

0 (:gk:& 
\ 

0 

COMPUESTO 

Cefaradiona A 

Cefaradiona B 

I 

REFERENCIA 

Haensel el ir/..1976 

Haensel era/. .  1976 

ESTRUCTURA COMPUESTO REFERENCIA 



Cuadro 3. Kawapironas aisladas de P. sanctum 

ESTRUCTURA 

OCH, 
I 

COMPUESTO 

Kawaina Haensel el a/., 1982 

Haensel el ~1,1982 

5-Metoxi-5.6-deshidro-7.8- 

dihidro-metisticina 

Haensel e l  a/. 1976 

Haensel cr a/.. 1973 I 



..l,,~eccrlr,tro 

Cuadro 3. Kawapironas aisladas de R sanctum (Conli~~uacion)  

! ESTRUCTURA I COMPUESTO REFERENCIA 

Cuadro 4. Piperdidas aislados de P. sanctum 

ESTRUCTURA I COMPUESTO I REFERENCIA I 
(-)-treo-(3z)-S(2.3- 

dihidroxi-I-metoxi-3- Haensel el 01.. 1982 
0 

fenilpropilideno)-4- 
HO OCH, 

Piperolida 

Pelter el 01.. 1972: 

Bradeczck ci <I / . .  1978: 

Haensel el 01.. 197 I ;  

Haensel el 01.. 1979 
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I l l  PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Procedimientos generales 

3.1.1 Andisis cromatograficos 

Los analisis cromatograficos en capa tina se realizaron en placas de aluminio recubiertas 

con gel de silice de  0.25 mm de espesor (silica gel 60 F2s4, Merck); las placas se visualizaron con 

luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365 nm) y posteriormente se revelaron utilizando sulfato 

cerico como agente cromogeno; para el desarrollo de color las placas se colocaron en una parrilla 

electrica ( I  10°C aprox.) por unos segundos. Para la realization de separaciones en columna 

abiena se utilizaron columnas de vidrio de diferentes capacidades y gel de silice (silica gel 60 

F214, Merck) como fase estacionaria. Las cromatografias preparativas en capa delgada se 

realizaron en placas de vidrio (20x20 cm) recubienas de  gel de silice (Imm de espesor). 

3.1.2 Determination d e  las constantes fisicas, especlrosc6picas y espectrometricas d e  10s 

productos naturales 

Los puntos de  fusion he ron  medidos en un aparato de Fisher-Johns y no se encuentran 

corregidos. Los espectros en el IR se registraron en un espectrofotometro FTIR de rejilla I'erkin- 

Elmer. Modelo 1605 o en un aparato Nicolet FT-5X. en pastilla de KBr o pelicula. 

Los espectros dc [masas generados por la tknica  de impact0 electronico se determinaron 

en un aparato JEOL JMS-SX102A Hewlett Packard 5890 serie 11. mediante introduction directa 

a 70 eV 

Los espectros de Resonancia Magnetics Nuclear I'rotonica (RMN-'H) y de Carbono I3 

(RMN "c) se generaron en un aparato Unity-lnova. nlarca Varian, el cual se opero a una 

radiofrecuencia de 300 MHz. Los espectros se registraron en CDCll y 10s desplazamientos 

quin~icos se designaron en unidades 6 (ppm), referidos al tetrametilsilano (TMS) corno rel'erencia 



Los analisis arriba indicados se efectuaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la 

Investigation (USAI), Facultad de Quimica. UNAM.  

3.2 Material vegetal 

E l  tallo de P~per satrcrrrm (Miq.) Schl. Se recolecto en Los Tuxtlas en el Municipio de San 

Andres Tuxtla, en el estado de Veracruz el 4 de Mayo de 1999. 

La identification de la especie fue realizada por el Dr. Koben Bye del Jardin Botanico, 

lnstituto de Biologia, UNAM.  Un  ejemplar de referencia (Voucher G M  423-1) se deposit0 en la 

coleccibn etnobotanica del Herbario Nacional MEXU, lnstituto de Biologia, Universidad 

Nacional Autonorna de Mexico. 

E l  material vegetal se deseco a temperatura ambiente y se fragment6 en un molino Willey 

Modelo 4. 

3.3 Estudio fitoquimico de Pipcrsanctunt 

3.3.1 Prepamci6n del extracto a medialla escala 

La especie vegetal desecada y molida (2.950 kg) se macero inicialmente con una mezcla 

de CH2C12-MeOH (1:I) y posteriormente con M e O H  El extracto total se filtro y se concentrb al 

vacio. obteniendose 95.0 g de un residuo cafe. 

3.3.2 Fraccio~~amiento prinlario del extracto total del tallo de Pipermnctunl 

El extracto total (95.0 g) se fracciono mediante una cro~natografia en colurnna abiena 

utilizando 1.250 K g  de gel de silice; el proceso de elucion se realizo con bexano, tnezclas de 

1-lex-AcOEt (diversas proporciones), AcOEt. rnezclas de AcOEt-MeOH (diversas proporciones) y 

MeOH 



TALL0 DE Piper sanctum 0 

EXTRACT0 CH&I,-MeOH (95 g) RESIDUO VEGETAL 

'igura 3. Extraccibn y fraccionamiento del extract0 diclorometano-metanolico (1:l) del 

allo d e  Piper .sanctum 

Este proceso genero un total de 209 fracciones de 415 mL cada una. las cuales se 

~nalizaron por cromatografia en capa fina reuniendose las que resultaron similares 

:romatograficamente, asi se  obtuvo un conjunto de 12 fracciones primarias. Este proceso se 

esume en el Cuadro 5. 

1.3.2.1 Aislamiento del 8-sitosterol (FOl2) 

De la fraccion primaria F003 precipitaron espontaneamente 0.1436 g de un solido blanco 

,palescente con punto de fusion de 154-156'C identificado como b-sitosterol (FO12). por 

:omparacion de sus constantes fisicas y espectroscopicas con aquellas de una muestra autentica. 



:uadro 5. Fraccionamiento primario via cromatografia en columna abiena del extract0 total del 

allo de  I'iper .sat~cirmn~ 

ELUYENTE(S) 

hcxano 

Hcu:AcOEt 

1.3.3 Fraccionamiento secundario d e  la fracci6n activa FOOL 

AcOEt 

Ac0Et:MeOH 

McOH 

La fraccion FOOl (1.5536 g) (Cuadro 5) h e  recromatografiada mediante una columns 

~bierta utilizando 80.0 g de  gel de silice y corno eluyentes hexano, Hex-CH2C12 (diversas 

~roporciones), CHzCI?, CH2Clz-MeOH (diversas proporciones) y MeOH. este procedimiento 

:enero 442 fracciones de 55 mL cada una de las cuales se combinaron por su similitud 

:romarografica . obteniendose asi un conjunto de I2 fracciones secundarias. Este proceso se 

esume en el Cuadro 6. 

PROPORCION 

9:l 

8:2 

Fraccioncs act iva~ 

2:s 

9: 1 

I:I 

FRACCIONES 

1-24 

25-38 

39-57 

144-154 

155-167 

168-181 

182-198 

199-209 

PESO 

(8) 

1.5536 

0.9497 

0.4461 

FRACCIONES 

REUNIDAS 

1-37 

3843 

44-49 

146-167 

168-181 

182-194 

195-209 

CLAVE 

F001' 

F002' 

F003' 

F009* 

FOl0 

F0I I 

FOl2 

0.9430 

11.8482 

28.7677 

15.6454 



1.3.3.1 Aislamiento y purificaci6n del compuesto I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidrori- 

Penceno (F013) a partir d e  la fraccibn secundaria activa F001-V 

.a fraccion activa F001-V (279.2 mg) h e  recromatografiada mediante sucesivas placas 

Preparativas, utilizando como sistema de elucion CHICh. Este proceso permitio el aislamiento y 

Purification de 39.1 mg de I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno (F013) bajo la forma de 

In aceite amarillo claro. 

i.3.3.2Aislamiento y purificacion del I-(2'-propeno)-3,4-dimetoxi-benceno (F016) de  la 

raccibn secundaria activa F001-Vll 

Sucesivas cromatografias preparativas de la fraccion secundaria F001-VII (21 1.8 mx). 

~tilizando CH2CI2 como eluyente, permitieron la obtencion de 59.6 mg de un compuesto oleoso 

dentificado como 1-(2'-propetto)-3,4-dimetoxi-benceno (F016) por metodos espectromhricos y 

:spectroscopicos. 

i.3.3.3Aislamiento y purificaci6n del 2-0x0-16-(3',4'-metilendioxifenil)-hexadecn (F015) 

le la fraccion secundaria F001-IX 

Sucesivas cromatografias preparativas de la fraccion secundaria F001-IX (393.1 nig), 

ltilizando CHzCI* como eluyente. permitieron la obtencion de 85.1 mg de un compuesto 

dentificado como 2-0x0-16-(3l.4'-metilendioxifeni1)-hexadecano (F015) por metodos 

:spectrometricos y espectroscopicos. 



luadro 6. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FOOl por cromatografia en columna 

~biena 

SLUYENTE(S) 

ierano 

{ex-CH2CII 

:H2CIl 

:HIC~~-MCOH 

MeOH 

PROPORCION 

99: 1 

98:2 

95:s 

93:7 

9: 1 

8:2 

7:3 

6:4 

I:1 

4:6 

3:7 

1:9 

9: 1 

1:I 

FRACCIONES 

1-17 

18-27 

28-39 

40-58 

59-62 

63-99 

100-257 

258-277 

278-300 

301-343 

344-359 

360-382 

383-396 

397-410 

41 1-425 

426-437 

438-442 

FRACCIONES 

REUNIDAS 

1-33 

34-55 

56-74 

75-93 

94-120 

121-145 

146-250 

251-271 

272-278 

279-356 

357410 

41 1-442 

CLAVE 

Fool-0 

F001-I 

F001-ll 

F001-Ill 

Fool-IV 

F001-V 

FOOL-VI 

F001-Vll 

F001-Vlll 

F001-I): 

F001-X 

FOOL-XI 

PESO 

3.9 

8.8 

3.5 

3.0 

244.9 

279.2 

307.5 

211.8 

7.2 

393.1 

13.1 

79.4 

COMPUESI'O 

FOl3 

F016 

FOl5 



1.3.4 Preparation d e  derivados quimicos 

1.3.4.1 Obtencion del derivado metilado del l-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno 

F013m) 

I'ara obtener el derivado metilado del I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno (F013) 

7 . 2  mg) se utilizo una solucion eterea de diazometano preparada a pariir de  una soluci6n de 

<OH (5.0 g de  KOH en 7.5 mL de  agua destilada), 25 mL de etanol y 21.9 g de N-metil-N- 

litroso-p-toluensulfonamida (Diazald-Aldrich), en 45 mL de  eter etilico. Por cada 100 mg del 

~roducto a metilar se utilizaron 20 mL de la solucion eterea de diazometano. El producto a 

netilar se disolvio previamente en etanol o eter etilico, esta mezcla se dejo a temperatura 

imbiente durante 24 horas. 

Como resultado de  esta reaccion se  obtuvo 6.0 mg de un compuesto, cuyas caractensticas 

isicas, espectroscopicas y espectrometricas resultaron identicas a1 compuesto I-(2'-propeno)- 

1.4-dimetoxi-bencenu (F016). 



1.1 Seleccion de la especie Piper snnctum como candidato id6neo para la obtencion de 

~rincipios activos 

La seleccion primaria de la especie Piper so~rcrr~rn se realizo con base en consideraciones 

ie tipo etnomedico. Esta consideration tiene su fundamento en que las plantas utilizadas en !as 

lracticas medicas populares son de gran imponancia en el descubrimiento de farmacos con 

3osible aplicacion terapeutica (Colix y Balick, 1994; Prance, 1994; Hougton, 2001). Como se 

ndico en la seccion de antecedentes la especie goza de reputacion folklorica como agente 

nedicinal, en consecuencia es altamente probable que la misma contenga principios 

3iodinamicos. 

Una vez realizado el proceso de seleccion primaria, se procedio a la recoleccion del 

material vegetal y preparacion del extracto en pequefia escala. Posteriormente el extracto 

resultante fue evaluado e n  10s laboratorios subcontratados por el proyecto "Bioactive Agents 

From Dryland Biodiversity of Latin America" para determinar su posible actividad biologics. Con 

oase en 10s resultados obtenidos en estos bioensayos se establecio que Piper .satrclant es una 

Fuente potencial de productos bioactivos de interes terapeutico. Sin embargo, 10s acuerdos de 

~onfidencialidad establecidos con la Universidad de Arizona no permiten describir las 

actividades biologicas demostradas por el extracto, fracciones y compuestos puros, por lo que en 

el presente trabajo solo se reponaran 10s resultados derivados del estudio quimico. 

Con la finalidad de obtener 10s principios activos presentes en la especie Piper sotroenr. 

se realizo un estudio fitoquimico biodirigido, para este fin se procedio en primer lugar a la 

preparacion del extracto vegetal a mediana escala, utilizandose un proceso de maceracio11 con 

una mezcla CH2C12-MeOH ( I : I )  como disolvente. Posteriormente. el extracto resultante se 

fracciono de manera preliminar mediante cromatografia en columna abiena usando gel de silice 

como adsorbente. El proceso genero un conjunto de 12 fracciones primarias POOI-F012 (Cuadro 

I .  seccihn experimental). Las fracciones F001, F002. FOO3, FOOS. F006, F008 y F009 resultaron 



lctivas. En este estudio de acuerdo a 10s objetivos planteados se estudio unicamente la fraccion 

700 1 .  

El aislamiento y purification de 10s compuestos presentes en la fraccion primaria activa 

:001, se realizo mediante el empleo de diferentes tecnicas cromatograficas, incluyendo 

:romatografia en columna abiena y en capa fina. Estas tecnicas permitieron el aislamiento y 

~urificacion de cuatro metabolites secundarios. Estos productos se caracterizaron mediante la 

~plicacion de mhodos quimicos, espectroscopicos y espectrometricos. 

En el Cuadro 7. se ilustran las estructuras de 10s compuestos aislados de  la fraccion activa 

~rimaria FOOl del extract0 de Piper sanctum. 

luadro 7. Compuestos aislados de Piper sanctur~t 

COMPUESTO 

HO 

"L CH30 

cH30% cHj2 

T h  0 
0 

RENDIMIENTO 

(planta seca, %) 

4.8~10"  

1 .3~10"  

~ O X I O - ~  

2.8x10-' 



.2 Caracterizacion d e  10s compuestos aislados y sus derivados quimicos 

2.1 Caracterizacion del I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-henceno (F013) y del 142'- 

1ropen0)-3.4-dimetoxi-henceno (F016) 

El I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno (F013) se obtuvo mediante sucesivas 

romatografias preparativas en capa delgada de la fraccion secundaria F001-V. Las constantes 

spectroscopicas y espectrometricas del producto natural se resumen en el Cuadro 8. 

El espectro en el IR (Cuadro 8) present6 absorciones caracteristicas para aromaticidad 

1608 y 1513 cm-') y para funciones hidroxilo (3445cm-I) y metil eter fenolico (1267 cm.'). 

El espectro de masas (Cuadro 8) generado por la tecnica de  impact0 electronico (EMIE) 

lostro el ion molecular con una relacion de m/z 164 uma y correspondio a la formula molecular 

:10Hn02 Esta formula permite cinco insaturaciones. 

La information proporcionada por 10s espectros de  masas y 10s espectros de RMN 

~ermitieron comprobar que el producto F013 presenta el perfil tipicu de un fenilpropanoide 

Bohlmann el a1..1983,1985; Bottini cr a1.,1986; Fuzzati el a1.,1995: Sugimoto el a1.,1995: irrler 

~lia).  Las caracteristicas m b  importantes observadas en 10s espectros de RMN se resumen a 

ontinuacion (Espectros I y 2): 

) En 614 6.84 (d, J=8.7 Hz, H-6) y 6.68 (m, H-2 y H-5) se  observan dos sefiales asignables a 

2s protones del anillo aromatico del n"cleo base. En el espectro de RMN"C (Espectro 4) las 

etiales para el anillo aromatico aparecen en 6~ 131.9 (C-I), 121.1 (C-2). 146.4 (C-3). 143.8 (C- 

) 1 1  1.0 (C-5) y 114.1 (C-6). Este conjunto de sefiales describe la presencia de un anillo 

romatico rrisustituido. Asi mismo, el desplazamiento quimico de las setiales en 6c 143.8 y 

46.4, indican que dos de  10s sustituyentes del anillo aromatico son oxigenados. 

) En 611 3.88 se aprecia un singulete v un singulete ancho correspondientes a un Srupo 

netoxilo y un grupo hidroxilo, respectivamente. Esta ~iltima sefial desaparece al equilibrar cl 

spectro con D l 0  La setial del metoxilo correlaciona en el espectro de RMN"C HhIQC 

espectro 3) con la absorcibn en 6, 55.8. 



) Finalmente, 10s espectros contienen sefiales diagnosticas para la cadena propanoide del 

hcleo base 10s cuales se observan como sistema ABCX. La pane ABC corresponde a 10s 

idrogenos de una doble ligadura terminal y las absorciones correspondientes aparecen en: 611 

0 8  (m, H-3'~). 5.06 (m, H - ~ ' R )  y 5.95 (td, J=6.9 y 17.1 Hz, H-2') en el espectro de RMN' I -~  

Espectro 3) y en 6c-115 y -137 en el espectro de RMN'~C. La pane X del sistema se asigna a 

3s protones bencilicos presentes en el C-I'  de la cadena lateral. La seAal correspondiente sc 

lbserva como un doblete de tripletes (./=1.2 y 6.6 Hz) en 6,1 3.32 y en 6c-39 en 10s espectros de 

IMN'H y RMNI~C, respectivamente. 

El patron de sustitucion del anillo aromatic0 y la ubicacion de 10s sustituyentes en el 

nismo se establecio mediante el analisis comparative de 10s desplazamientos quimicos 

~bservados en 10s espectros de RMN con 10s de una serie de modelos descritos en la literatura 

~ohlmann el a1.,1983,1985; Bottini el a1.,1986; Fuuati el a1.,1995; Sugimoto el a/.,1995: inter 

rlia: Rivero Cruz, 1999). Con base en las evidencias presentadas el producto natural h e  

.aracterizado como el 1-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno Es importante destacar que 

as constantes espectroscopicas concordaron con las previamente descritas para este producto 

Hwang el a/., 1993; Avella el a / ,  1994). 

Por otra pane, el producto F016 obtenido de la fraccion secundaria F001-VII mediante 

ucesivas cromatograiias en capa fina present6 las constantes espectroscopicas y 

:spectrometricas resumidas en el Cuadro 9. 



h a d r o  8. Constantes espectroscopicas y espectrometricas del I-(2'-propeno)-3-metmi-4- 

idroxi-benceno (FO13) 

Formula molecular: C10H1202 

EMIE m/z(int. rel.): 164 [Mi(lOO)], 149 (30.5), 131 (20.0). 121 (16.2). 103 (23.8)- 

91 (21.9), 77(23.8), 65 (8.6). 55 (11.4). 51 (8.1),39(4.8), 91 ( 2 1 . 9 ) ~  77(23.8). 

El espectro en el IR (Cuadro 9) del product0 F016 evidencio la presencia de funciones 

netil-iter fenolico (1267 c~n-'). E l  espectro de Inasas (Cuadro 9) permitio detern~inar su formula 

nolecular como CIIH1402, la cual permite cinco insaturaciones. al isual que en el caso del 

)roducto F013. E l  ion molecular obsewado en una relacion de nl/: 178 uma, presenta 14 

lnidades de masa mas que el compuesto F013. 



Zuadro 9. Constantes espectroscopicas y espectrometricas del I-(2'-proveno)-3.4-dimetoxi- 

Ienceno (F016). 

I-(2'-propeno)-3.4-dimetoxi-benceno (F016) 

Formula molecular: CI  1H1~02 

EMlE miz (int. rel.): 178 [M'(100)]. 163 (38.9). 147 (35.6), 135 (16.7). 115 (10.0). 

103(27.8),91 (27.8),77(12.2),65(8.9). 51 (6.7),41 (4.4)y39(4.4). 

Los espectros de RMN (Espectros 4.5 y 6 )  resultaron muy similares a 10s del produao 

F013, difiriendo fundamentalmente en la ausencia de la seiial asignada a la funcion fenolica; en 

su lugar, en el espectro de RMN'H se observa un singulete adicional en 6~ -3.8 correspondiente a 

la presencia de otro grupo metoxilo. Estas observaciones, aunadas a la diferencia de 14 uma en el 

EM. permitieron inferir que el producto F016 es el eter metilico del I-(2'-proveno)-3-metoxi-4- 

hidroxi-benceno (F013). 



La correlation quimica del producto F016 con F013 a traves de una reaccioll de 

ietilacion con diazometano permitih comprobar esta hipotesis. El tratamiento de F013 con 1111 

xceso de una solucion eterea de diazometano genero un producro identico en todos sus aspectos 

I producto natural F016; entonces el producto F016 se caracterizo como I-(2'-propen0)-3.4- 

limetoxi-benceno. 

El producto F013 conocido con el nombre trivial de eugenol, es un componente del aceite 

sencial de clavo. E l  eugenol es un principio ampliamente utilizado en la industria perfurnera, en 

a industria alimenticia (corno agente de sabor), en la industria agricola (como insecticida) y en la 

nedicina (en la preparacion de cernento dental y como anestesico local) (Houghton; 2001). 

1.2.2 Caraclerizacion del 2-0x0-16-(3',4'-metilendioxifenil)-hexadecano (F015) 

E l  2-0x0-16-(3'.4'-metilendioxifenil)-hexadecao (F015) se obtuvo mediante sucesivas 

:rornatografias preparativas en capa delgada a partir de la fraccion secundaria F001-IX. Las 

:onstantes espectroscopicas y espectrom6tricas del producto natural se resumen en el Cuadro I I 

E l  espectro en el 1R (Cuadro I I) presento absorciones caracteristicas para C-H alifatico 

2914 cm?), aromaticidad (1608 y 1513 cm-') y un gmpo carbonilo de cetona (I713 cm?). 

E l  espectro de masas (Cuadro 11) generado por la tecnica de impacto electronico (EMIE) 

nostro un ion molecular con una relacion m h  de 360 uma correspondiente a la formula molecular 

:210,H,6, la cual permite seis insaturaciones. Otros picos imponantes en el espectro de rnasas 

Cuadro I I) se observaron en m h  302, 148 y 135. 

Los espectros de M' (Cuadro 12, Espectros 7-1 1) del producto F015 permilieroll 

:videnciar la presencia de un anillo aromatic0 trisustituido. ademas de las absorciones 

iiagnosticas para una cadena alifatica, un gmpo metilendioxi y un ~ m p o  acetilo. Las 

:aracteristicas mas imponantes de 10s espectros se resurnen a continuation: 



Cuadro 10. Datos espectrosc6picos observados en 10s espectros de RMN'H y KMN"C de 10s 

fenilpropanoides I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno (P013) y I-(2'-propeno)-3.4- 

dimetoxi-benceno (F016) (Espectros 1, 2. 4 y 5 )  

a) En 61, 6.72 (dd. ./= 8.0 Hz, H-6'). 6.67 (sd. .I= 1.6 Hz. H-2') y 6.6 1 (dd. ./= 1.6 y 9.2 I-lz. 

H-5') se observan Ires sefiales asignables a 10s protones del anillo aromatico. Estas sefiales 

forrnan un sistema ABX. En el espectro de Km"c (Espectro 8) las sefiales para el anillo 

aromatico aparecen en 6c 136.8 (C-l'), 108.8 (C-2'). 145.3 (C-3'). 147.4 (C-4'). 121.0 (C-5') y 

107.9 (C-6'). El conjunto de sefiales recien descritas revelaron la presencia de un anillo aroniitico 

trisustituido. Asi rnisrno 10s desplazamielitos quiinicos de Ins seiiales en 6c 145.3 1, 147 4 indicali 

que dos de 10s sustituyentes del anillo aromatico son oxigenados. 



b) En 61, 5.91 se observa la presencia de un singulete asignable a un grupo metilendioxi 

unido al anillo aromatico. Esta seiial correlaciona en es espectro de RMN"C I-1MQC (Espectro 

1 1 )  con la absorcion en 6c 100.6. 

c) 1% 611 1.56 y 611 1.27 se aprecian dos singuletes anclios que integran para 24 

hidrogenos. asignables a 10s metilenos de una cadena alifatica. La sefial en 6,, 1.56 correlaciona 

en el espectro NOESY (Figura 5) con 10s dos tripletes ' I =  7.4 Hz) en 611 2.5 1 y 2.4 1 .  A su vez 

estas dos ultimas seiiales correlacionan con las absorciones en 6c 35.6 y 43.8, respectivamente. 

en el espectro HMQC. E l  desplazarniento observado en 10s espectros de RMN para 10s dos 

srupos metilenos permitio inferir que el correspondiente a la seiial en 611 2.5 1 se encuentra unido 

a un grupo carbonilo y que el segundo (61~ 2.41) es de naturaleza bencilica. El patron de 

fragmentacion observado en el espectro de masas es congruente con esta propuesta ya que el pico 

intenso en nrh 135 se genero mediante una ruptura bencilica, seguida de una perdida de 225 

unidades de masa a panir del ion molecular. Este fragment0 es caracteristico para 10s derivados 

de tipo alquilbencenicos sustituidos con un grupo metilendioxi en el anillo aromatico. En la 

I'igura 5 se muestra el patron de fragrnentacion del compuesto F015 (Joshi c l a l . .  1975). 

d) En 611 2.1 se aprecia un singulete correspondiente a un grupo acetilo unido a una 

cadena alifatica. Esta seiial correlaciona en el espectro HMQC con la absorcion en 6~-29. 

e) Finalmente. en 6c 209.4 se aprecia una seiial diagnostics para un grupo carbo~iilo de 

cetona. 

El conjunto de seiiales indicadas en 10s incisus d y e iridicaron que el compuesto presenta 

una funcion ~neti l  cetona en el extremo de la cadena alifatica. 

Las evidencias proporcionadas por 10s espectros de RMN claramente indicaban que el 

product0 contenia un anillo aromatico trisustituido por un grupo metilendioxi y una cadena 

alquilica con una funcion metil cetona en su pane terminal. 

El patron de acoplamiento de 10s hidrbgenos aromiticos y la correlation observada entre 

10s hidrogenos aromaticos en 611 6.67 (14-2') y 611 6.61 (H-5') y 10s hidrogenos bencilicos en el 

espectro NOESY permitieron proponer que el grupo metilendioxi se encuentra ubicado ell las 

posiciones C-3' y C-4' del anillo aromatico. 



Con base en las evidencias presentadas, el producto natural h e  caracterizado colno el 2- 

0x0-16-(3',4'-metilendioxifeni1)-hexadecano (F015). 

Cuadro I I. Constantes espectromhricas y espectroscopicas del 2-0x0-16-(3'.4'- 

metilendioxifeni1)-hexadecano (F015) 

2-0x0-16-(3',4'-metilendioxifenil)-hexadecano (F015) 

Formula molecular: C2303H36 

EMlE mlz (inl. rel.): 360 [M* (loo)], 345 (3.0), 302 (54.6), 163 (3.0) 148 (15.3). I35 



Cuadro 12. Datos especrrosc6picos observados en 10s espectros de RMN'H y RMN"C del 2- 

0x0-16-(3',4'-metilendioxifeniI)-hexadecano (F015) (Espectros 7 y lo)* 

I Posicion 

mlz 302 mlz 135 

Figura 4. Patron de fragmentation del compuesto 2-oxo-16-(3',4'-metilendioxifer1il)-i1exadecano 

(F015) 

FOl5 

5' 
6' 
2 
16 

OCH20 
C H S O  
CHKO 

Las valorcs dc dcsplamiento quimico se exprcsln cn ppm. El cshdar interno es TMS. Las consrantes dc 

acoplamicnto se e.xpreran en Hem y se encuenuan en padnteais. 

6.61 dd (1.6, 9.2) 
6.72 dd (8.0) 

2.51 t (7.6, 15 2) 
2.41 t (7.2. 14.8) 

5.91 s 
213  s 

. , . , ,  

121.0 
107.9 
43.8 
35.6 
100.0 
29.8 

209.4 



Figura 5Espectro de RMN modalidad NOESY del 2-0x0-16-(3'.4'-metilendioxifenil). 

hexadecano (F015). 



Hc.vunten y conclrrsiones 

' RESUMEN Y CONCLUSIONES 

I . -  La especie medicinal Piper sattcram (Miq.) Schl. es una fuente potential de 

principios activos de interes terapeutico. La potencialidad biologics del extracto se demostro en 

el marco del proyecto "Binactive Agents from Dryland Biodiversity o f  Latin America". 

2.- E l  fraccionamiento biodirigido del extracto total permitio el aislamiento y la 

caracterizacion de tres metabolitos secundarios a panir de la fraccion activa FOOI. Los 

metabolitos se caractenzaron como: I-(2'-propeno)-3-metoxi-4-hidroxi-benceno (F013), 1-(2'- 

propeno)-3,4-dimetoxi-benceno (F014) y 2-0x0-16-(3',4'-metilendioxifenil)-hexadecano (POIS). 

Cabe destacar que el producto F015 constituye un nuevo producto natural. En general. la 

caracterizacion de 10s productos naturales y sus derivados se realizaron por metodos quimicos. 

espectroscopicos y espectrometricos. 

3.-  E l  presente estudio constituye una aponacion adicional al conocimiento de la flora 

medicinal mexicana y contribuye al conocimicnto del contenido metabblico de la especie 

medicinal I'iper .satrcr~rrn. 

4.- Desde el punto de vista quimiotaxonornico es imponante mencionar que la 

presente investigacion describe por primera vez la presencia de fenilpropanoides y compuestos 

relacionados en la especie I'iper satfcrtmt. 



V I  PERSPECTIVAS 

Completar el estudio fitoquimico de las restantes fracciones activas derivadas del extract0 

C I - ~ ~ C I I - M ~ O H  ( I  : I) de la especie I'il~er. sancltini. 
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