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U RESUMEN T

En el marco del proyecto de iﬁvestiéééléh “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of
Latin America” la especie Piper sanctum (Mig.) Schi. (Piperaceae) se selecciond como una fuente
potencial de agentes antituberculosos, con base en su fuerte actividad antimicobacleriana en contra
de Mycobacterium tuberculosis. El bioensayo de seleccion fue de tipo radiorespirométrico.

El estudio quimico biodirigido del extracto integro de las hojas de P. sanctum, utilizando
como método de monitoreo el ensayo de tipo fluorométrico azu! de alamar ("blue alamar"), condujo al
aislamiento de los siguientes metabolitos novedosos: 2-oxo-12-(3',4'-metilendioxifenil)-dodecano
(22), 2-oxo-14-(3".4"-metilendioxifenil)-tetradecano (23), 2-oxo0-16-(3',4"-metilendioxifenil)-hexadecano
(25), 2-ox0-18-(3'.4'-metilendioxifenil)-octadecano (26), 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27), metil[6-
(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-ifjacetato (28}, 2-oxo0-14-(3',4'-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y
2-0x0-16-(3',4"-metilendioxifenil)-3-hexadeceno (30); estos metabolitos se caracterizaron mediante la
aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas convencionales.

Los compuestos 22, 23, 25 y 26 inhibieron en forma significativa el desarrollo de M.
tuberculosis cuando se evaluaron mediante el método azul de alamar. Estos compuestos constituyen

prototipos estructurales novedosos para el desarrollo de agentes antimicobacterianos.
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TABSTRACT =

As a part of the proyect "Brioactiye:Agfeznitg frofn Dryland Qi:qqii\{g@igy gf Ljatip Amerlca ,Pip‘f,r,
sanctum (Miq.) Schl. (Piperaceae) was selected yrés v:an ‘::ap;[)fépiavté/car‘\didaté to iédlate the
antimycobacterial compounds. ’ | o )

Bioactivity-directed fractionation of the active CHz’CIz-MeOH (1:1) exfract. prepared from the
leaves of P. santum on the basis of its important antimicrobial activity against Mycobacterium
tuberculosis. led to the isolation of six compounds: 2-oxo-12-(3',4’-methylenedioxyphenyl)-dodecane
(22), 2-0x0-14-(3'4'-methylenedioxyphenyl)-tetradecane (23), 2-oxo-16-(3',4"- methylenedioxyphenyl)-
hexadecane (25), el 2-oxo0-18-(3',4'- methylenedioxyphenyl)-octadecane (26), 2-oxo-16-phenyl-3-
hexadecene (27), methyl{6-(10-phenyldecail)tetrahydro-pyran-2-il|acetate (28), 2-oxo-14-(3'4'-
methylenedioxyphenyl)-3-tetradecene (29) y 2-oxo-16-(3',4- methylenedioxyphenyl)-3-hexadecene
(30).

The structures of these compounds were established by spectral means (IR, NMR and MS).

Compounds 22, 23, 25 y 26 were identified as the main antimiq:obafCte;iial "p’rinCip‘Iesﬁjof the extract.
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Antecedentes

|, ANTECEDENTES

1.1 Aspectos generales sobre la tuberculosis

El presente trabajo de tesis se origind en el marco del proyecto de investigacion “Bioactive
Agents from Dryland Biodiversity of Latin America”, incluido en el programa “Internacional
Cooperative Biodiversity Group"(ICBG). Este programa cuenta con el patrocinio de las siguientes
instituciones gubernamentales de los Estados Unidos de América del Norte: National Science
Foundation (NSF), U.S. Agency for International Development (USAID) y National Institute of
Health (NIH).

El proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin American” se realiza en
Estados Unidos de América del Norte, Argentina, Chile y Meéxico. Las instituciones
norteamericanas a las que pertenece son: la Universidad de Arizona donde reside el investigador
principal del proyecto, BASF Corporation, Wyeth Laboratories y el Instituto de investigaciones
Sobre la Tuberculosis de la Universidad de Hllinois, en la ciudad de Chicago. En Argentina participa
la Universidad Nacional de la Patagonia y el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. INTA:;
en Chile la Pontificia Universidad Catdlica; por ultimo, en México, la Universidad Nacional
Autonoma de México, a través de la Facultad de Quimica y el Instituto de Biologia (Suffness et al.,
1995; Timmermann et al., 1999). La participacion de la Facultad de Quimica en este proyecto se
ha enfocado al descubrimiento de productos biodinamicos de especies medicinales mexicanas
con la finalidad de contribuir al desarrollo de farmacos y agentes agroquimicos. En el campo de los
farmacos los esfuerzos se han canalizado principalmente al descubrimiento de agentes
antisepticos de posible utilidad para el tratamiento de la tuberculosis y otras afecciones (Acevedo
ef al.. 2000; Mata et al., 2001; Timmermann et. al., 1999).

Como hemos referido anteriormente el interés por diversas instituciones en el proyecto
“Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin American” responde en parte a una
emergencia global que es el resurgimiento de la tuberculosis y se estima que de no encontrarse
alguna solucion eficaz para frenar la expansion de la enfermedad, antes del anc 2020 apareceran
200 millones de casos nuevos y 70 millones de muertes por causa de la infeccion. Por otro lado,
considerando factores como la inmigracion y el turismo intercontinental, es evidente que las cepas
resistentes de la bacteria podrian extenderse gradualmente por todo el mundo.

En México se registran al ano 16,000 nuevos casos y 3,100 defunciones por tuberculosis

pulmonar, por lo que eésta enfermedad es considerada como un problema de salud publica.




Antecedentes

Asi, México ocupa el tercer lugar de América Latina en nimero de casos y el niimero 20 a
nivel mundial (OMS/OPS, 2002).

La tuberculosis es una enfermedad, conocida desde la antigliedad. Su agente etiologico es
principalmente M. tuberculosis y excepcionaimente M. bovis. En los ultimos afos debido a la
aparicion del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y a la incidencia de enfermedades
que deprimen el sistema inmunolégico se ha presentado un resurgimiento en los casos de la
tuberculosis, asi como un cambio en su epidemiologia pues se ha desencadenado un incremento
en la resistencia a los farmacos utilizados hasta la fecha para su tratamiento. Todo lo anterior ha
motivado que la bisqueda de nuevos agentes antimicobacterianos se encuentre intensificada a
nivel mundial.

Ef riesgo de contraer tuberculosis aumenta con el contacto frecuente con personas que
padecen la enfermedad ya que puede transmitirse por el aire en microgotas expulsadas por el
portador al habtlar, toser o estornudar y por condiciones de vida insalubres o de hacinamiento; en
la Figura 1 se representa la transmision de la enfermedad por microgotas suspendidas en el aire.

Existen dos factores que gobiernan 1a infeccion tuberculosa, el primero es el tamafio del
inbculo bacteriano y el segundo es la respuesta inmunitaria del huésped. La poblacion
inmunosuprimida tiene mayor riesgo de desarrollar la enfermedad comparada con la poblacion
inmunocompetente; asi los pacientes infectados con el VIH se consideran de alto riesgo pues la
posibilidad de contraer la enfermedad durante el primer afio a partir del contacto con el bacilo de la
tuberculosis es elevada. También se consideran como factores de riesgo alguna de las siguientes
condiciones: bajo peso, diabetes mellitus, silicosis, cancer en cabeza o cuello, leucemia y
adicciones por drogas. La poblacion inmunocompetente estd expuesta a una infeccion latente 6
infeccion tuberculosa pues al estar en contacto con el bacilo de la tuberculosis puede impedir su
desarrollo; la permanencia de las bacterias vivas en el cuerpo se conoce como infeccion latente
pues estas pueden reactivarse anos después y provocar un caso grave de la enfermedad. En el
periodo de la infeccion latente no se presentan signos de la enfermedad, pero se presenta una
respuesta positiva a la prueba cutanea de la tuberculina; estos pacientes pueden desarroliar la

enfermedad si no reciben un tratamiento preventivo.
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Figura 1. Representacion del contagio por M. tuberculosis

La enfermedad se caracteriza por la formacion de granulomas en los tejidos, en los cuales
la bacteria se estd multiplicando y atacando diferentes partes del cuerpo. Aunque se trata
principalmente de una enfermedad pulmonar, también puede afectar diferentes o6rganos como los
rifiones, la columna dorsal y el cerebro. El curso de la enfermedad es cronico y puede conducir a la
muerte si el paciente no recibe tratamiento. Los sintomas de la enfermedad incluyen
debilitamiento, perdida de peso, fiebre, falta de apetito, escalofrios y sudoracion nocturna. Existen
otros sintomas que son caracteristicos del sitio en el cual se aloje el microorganismo. Asi por
ejemplo si la enfermedad estd localizada en los pulmones se presenta ademas tos severa
acompanada de sangrado y dolor en el pecho. La tuberculosis pulmonar o de garganta es muy
conlagiosa. pues las bacterias pueden ser transmitidas al toser, hablar o estornudar mientras que
la tuberculosis que se encuentra en otras partes del cuerpo, por lo general, no es contagiosa.

La prueba de la tuberculina o intradermorreaccion de Mantoux permite diagnosticar si la
persona ha sido infectada con el bacilo de la tuberculosis. Esta prueba se practica a las personas

que han tenido contacto con alguien que sufra de tuberculosis, que presente padecimientos que
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debiliten el sistema inmunolégico y que presente los sintomas caracteristicos de la enfermedad
(Jawelz et al., 1996; Zinsser et al., 1998).

La denominacion del bacilo tuberculoso incluye dos especies, M. tuberculosis y M. bovis,
que son capaces de producir esta enfermedad. Existen especies estrechamente relacionadas
como M. ulcerans, M. microti y M. africanum, que no causan la enfermedad en el hombre. Este
dltimo es el Gnico reservorio de M. tuberculosis, sin embargo, la enfermedad causada por este
microorganismo puede afeclar a primates y a otras especies de mamiferos que estan en contacto
con él. El mecanismo fundamental de transmision de la tuberculosis provocado por M.
fuberculosis es por via respiratoria; mientras que la causada por M. bovis, es transmitida por via
digestiva mediante la ingestion de leche contaminada.

El bacilo de la tuberculosis puede presentar resistencia primaria o secundaria; se habla de
resistencia primaria cuando no hay antecedentes de un tratamiento previo det paciente y de
resistencia secundaria cuando el tratamiento ha sido interrumpido o inadecuado.

Los organismos del género Mycobacterium son bacilos aerobios clasificados como bacifos
“acido-resistentes”. Dentro de este género se encuentra también, el agente causal de la lepra, M.
leprae, enfermedad que ha causado grandes pandemias a lo largo de la historia de la humanidad.

La pared celular de las micobacterias esta constituida por polimeros de dos clases, uno de
tipo arabinogalactano y el otro de tipo peptidoglucano. Los dos polimeros se unen entre si
mediante enlaces de tipo fosfodiéster que se establecen entre un residuo de &cido muramico
presente en el peptidoglucano y una unidad de arabinosa presente en el arabinogalactano.
Aproximadamente, uno de cada diez residuos de arabinosa en el polimero esta esterificado por
una molécula de acido micdlico. El arabinogalactano presenta ramificaciones terminales que estan
constituidas por oligosacaridos lineales, y son el principal determinante inmundgeno de la
molécula.

La pared contiene ademas diversos lipidos que incluyen acidos micdlicos, ceras y
fosfatidos. los cuales hasta cierto punto son causantes de la resistencia a los acidos y alcoholes.
Por otro lado. son los responsables del 60% del peso seco de la pared celular y confieren
propiedades que permiten que el microorganismo resista condiciones ambientales adversas. Los
lipidos estan unidos en su mayor parte a los dos polimeros antes mencionados. El

muramildipéptido (del peptidoglucano) combinado con los acidos micolicos puede ocasionar la
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formacion de granulomas y los fosfolipidos inducen la generacion de necrosis caseosa. Las cepas
virulentas de los bacilos tuberculosos forman “cordones” microscopicos de tipo serpentin en los
cuales los bacilos acido-resistentes se encuentran ordenados en cadenas paralelas. La formacion
de cordones esta relacionada con la virulencia; se ha aislado un "factor formador de cordones”
(trehalosa-6-6"-dimicolato) que inhibe la migracion de leucocitos causando granulomas cronicos y
puede actuar como un coadyuvante inmunitario. En la superficie de la célula se localizan
glucolipidos unidos al peptidoglucano.

La cera D, es un oligbmero de la pared celular responsable de la actividad
inmunoadyuvante. El peptidoglucano contiene aminoacidos proteicos que estan presentes como
lipoproteinas o glicolipoproteinas, esenciales para la actividad tuberculinica de los preparados de
la pared; uno de los polipéptidos mas abundantes es el acido poli-a-L-glutamico que solo se
encuentra en M. tuberculosis y M. bovis; en algunos casos constituye el 8% del peso total de la
pared celular. En la Figura 2 se ilustran las caracteristicas de una micobacteria (Stefan, 2002;

Jawetz et al.,1996; Zinsser et al.,1998).

Lipopolisaciridos -~ . Acido lipoteico

Peptidoglucano
\,

Arabinogatactang

Figura 2. Representacion de una Micobacteria
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La quimioterapia empleada para el tralamiento de la tuberculosis contempla la
combinacién de por lo menos dos farmacos para reducir el problema de resistencia. Como este
bacilo presenta periodos prolongados de inactividad metabolica intracelular, el tralamiento debe
ser por periodos largos, lo cual ocasiona numerosas reacciones adversas.

Los antibioticos usados en el tratamiento de la tuberculosis pueden dividirse en farmacos
de primera, segunda y tercera linea (Goodman et al., 1996; Litter, 1992; Katzung, 1987).

Los antibidticos de primera linea son los mas eficaces y se consideran esenciales para los
tratamientos cortos y para combatir la enfermedad activa; los compuestos de primera eleccion
combinan el maximo nivel de eficacia con un grado aceptable de toxicidad; en esta categoria se
encuentran la isoniazida (a), la rifampicina (b), la pirazinamida (c), el etambutol (d) y la
estreptomicina (e). En el Cuadro 1 se muestran las estructuras de dichos farmacos.

La isoniazida constituye el farmaco primario en la quimioterapia antifimica, quimicamente
es la hidracida de! acido isonicotinico; el producto es bacteriostatico en los bacilos en etapa de
reposo pero bactericida si estan en fase de divisién rapida. Su mecanismo de accion involucra la
inhibicion de 1a biosintesis de los acidos micélicos, interfiriendo asi con la formacion de la pared
celular. Los acidos micdlicos son caracteristicos de las micobacterias y por ello, dicha accion
podria explicar el alto grado de selectividad de la isoniazida para el tratamiento de esta
enfermedad.

La isoniazida sigue siendo el farmaco méas importante a nivel mundial para tratar todos los
tipos de tuberculosis. Sus efectos toxicos pueden disminuirse mediante la administracion
profilactica de la piridoxina, compuesto analogo a la isoniazida; la frecuencia y gravedad de las
reacciones indeseables de la isoniazida no son frecuentes y estan relacionadas con la dosis y el
tiempo de administracion. Las principales reacciones adversas son las del sistema nervioso ceﬁtral
y periférico e incluyen convulsiones, neuritis, contracturas musculares parciales, vértigo y ataxia
entre ofras. La sensibilizacion a la isoniazida es poco comin, pero puede ocasionar fiebre,
hepatitis y erupciones cutaneas (Goodman et al., 1996; Katzung, 1987; Bevan, 1982).

La rifampicina, es un derivado semisintético de la rifamicina B, un antibittico producido

por Streptomyces mediterranei. La rifampicina es bactericida para el bacilo de la tuberculosis y la
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administracion de este producto esta indicado en casos de resistencia. El mecanismo de accion de
la rifampicina es la inhibicion de la ARN polimerasa dependiente de ADN de la micobacteria y en
consecuencia la sintesis del ARN. La rifampicina penetra facilmente a las células fagociticas y
puede destruir micobacterias y otros microorganismos intracelulares. El uso de este medicamento
puede causar coloracién naranja en la orina, sudor y lagrimas. Los efectos adversos incluyen
erupciones de la piel, trombocitopenia, vémilo, nauseas, diarrea, nefritis y deterioro de la funcion
hepatica.

La pirazinamida es un analogo sintético de la nicotinamida y constituye un componente
importante en terapias de combinacion por lapsos breves. Mediante el uso de este medicamento
se pueden lograr efectos clinicos satisfactorios pero su toxicidad es alta, en particular, el farmaco
induce el deterioro de la funcion hepatica.

El etambutol es un compuesto sintético que suprime la proliferacion de casi todos los
bacilos de tuberculosis resistentes a la isoniazida y la estreptomicina. Esle farmaco actua
interrumpiendo la incorporacion del acido micolico en la pared de la micobacteria e inhibe la
sintesis de ARN. El etambutol produce pocas reacciones adversas, la mas importante es la neuritis
optica que disminuye la agudeza visual; también ocasiona dificultad para diferenciar entre el rojo
y el verde. La intensidad de la dificultad visual depende de la duracién del tratamiento despues de
que se manifiesta por primera vez el problema. El paciente recupera la funcion visual cuando se
interrumpe el tratamiento.

La estreptomicina fue el primer farmaco clinicamente eficaz para combatir la tuberculosis.
Inicialmente se administraba en dosis elevadas pero los problemas de toxicidad y la aparicion de
resistencia por parte de los microorganismos limitaron su uso. En la actualidad, es el dltimo
antibiotico de primera eleccion en la lista de agentes antituberculosos. La actividad de la
estreptomicina es bacteriostatica pues no penetra facilmente en las células por lo cual impide la

erradicacion del bacilo de la tuberculosis (Goodman ef al., 1996; Goth, 1990; Katzung, 1987).
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Cuadro 1. Farmacos de primera linea empleados para el tratamiento de la

tuberculosis.
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Los farmacos de segunda linea son considerados menos eficaces y pueden provocar mas

efectos adversos que los anteriores; se emplean en casos de resistencia de las micobacterias a los

productos primarios, © de alergia. Dentro de este grupo se encuentran el &cido para-

aminosalicilico (f). la etionamida (g), la cicloserina (h), la kanamicina (i), la capreomicina (j), la

amikacina (k) vy la tiacetazona (I). Las estructuras correspondientes se ilustran en el Cuadro 2.

El acido para-aminosalicilico presenta un efecto marcado sobre el bacilo tuberculoso pues

su actividad antimicrobiana es muy especifica y ataca Gnicamente a M. tuberculosis y no a otros

microorganismos. Su mecanismo de accidn es la inhibicion de la sintesis del acido folico. El uso de

este acido para el tratamiento de la tuberculosis pulmonar ha disminuido desde que se cuenta con

farmacos mas activos y mejor tolerados como la rifampicina y el etambutol.
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Los efectos adversos mas importantes de este producto incluyen erupciones cutaneas,
fiebre, anorexia, problemas gastrointestinales que incluyen nauseas, dolor epigastrico, molestias
abdominales y diarrea.

La etionamida es un agente estructuralmente semejante a la isoniazida y, a pesar de su
semejanza, no existe resistencia cruzada entre ambas drogas. La etionamida inhibe la sinlesis de
los acidos micdlicos y provoca una intensa irritacion gastrica, vomito, anorexia, diarrea y molestias
neurologicas. Por consiguiente, es recomendable usar la etionamida en combinacion con otros
agentes antituberculosos (Goodman et al., 1996; Smith y Cedric, 1992; Katzung, 1987).

Dentro de los farmacos de tercera linea se encuentran la rifabutina (m), la ciprofloxacina
(n) y la esparfloxacina (fi). En el Cuadro 3 se ilustran las estructuras correspondientes.

La rifabutina es un derivado de la rifamicina S. Su mecanismo de accidn es igual al de la
rifampicina ya que inhibe la ARN polimerasa micobacteriana. Se ha observado resistencia cruzada
entre la rifampicina y la rifabutina en caso de M. avium y M. tuberculosis. Algunas de sus
reacciones adversas incluyen erupciones de la piel, irritacion gastrointestinal y neutropenia. Al
igual que la rifampicina, este farmaco genera un color anaranjado en la piel, en la orina, en las
heces, en la saliva y en las lagrimas.

La ciprofloxacina y la esparfloxacina son quinolonas que poseen amplia actividad
antimicrobiana; son eficaces para combatir diversas enfermedades infecciosas. Las quinolonas
generalmente son bien toleradas y las reacciones adversas mas comunes incluyen nauséas,

molestias abdominales, cefalea y mareos (Goodman et al., 1996; Katzung, 1987).

Cuadro 2. Farmacos de segunda linea empleados en la terapéutica contra [a tuberculosis.
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_Cuadro 2, Farmacos de segunda linea empleados en la terapéutica contra la tuberculosis.
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Cuadro 3. Farmacos de tercera linea empleados en la terapéutica contra la tuberculosis.
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1.2 Aspectos generales sobre el género Piper

E! género Piper pertenece a la familia Piperaceae y al orden Piperales; dentro de este
género se clasifican mas de 700 especies distribuidas en diversas regiones del mundo,
principalmente en las tropicales. Generalmente son hierbas, arbustos o arboles muy pequefos.
Varias especies del género Piper tienen importancia econdmica tanto en la medicina como en la
industria de alimentos. Asi, los frutos de P. nigrum nos proporcionan las pimientas negra y blanca
que son importantes en el mercado de las especias; P. methysticum mejor conocida como Kava
Kava; utilizada y comercializada en todo el mundo; su raiz se emplea para la elaboracién de
bebidas que combaten la ansiedad y el estrés. Estudios recientes han confirmado que el uso de
esta especie es util en desordenes de ansiedad, ademas su empleo no ocasiona dependencia
fisica o psicologica; P. capense se usa como carminativo; P. guineense se utiliza como
antibacteriano y a P. umbellatum se le atribuyen propiedades rubefacientes, estimulantes y
desinfectantes. Por ltimo, otras especies se cultivan como plantas ornamentales como ejemplo
tenemos: P. ornatum, P. sylvaticum y P. crocatum entre otras. El metabolismo secundario de
estas especies se caracteriza por la biosintesis de compuestos de distinta naturaleza incluyendo
alcaloides de los tipos aristolactamas, 4,5-dioxoaporfinas y piperolactamas; esteroides,
flavonoides, fenilpropancides, furandlidas, kava lactonas, lignanos, neolignanos, «-pironas,
piperdlidas, polifenoles y terpencides. Hay que sefalar que todas las especies producen aceites
esenciales, que confieren a las plantas sus propiedades aromaticas tan apreciadas en las
practicas culinarias alrededor del mundo. Estos aceites ademas de ser alelopaticos, cumplen
funciones ecoldgicas, como son la de atraccion de polinizadores (Ranjith y Dharmaratne, 2002;
Martins y Salgueiro, 1998, Parmar y Subas, 1998; Parmar et al., 1997, Pereda et al., 1997; Desai
et al., 1988; Smith, 1983; Wnanbyr et al., 1983; Héensel y Pelter, 1971; Haensel et al., 1973,
1976.1982; Atal y Moza, 1968). Recientemente se publico una revision detallada de la quimica del

género Piper (Parmar et al., 1997).

1
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1.3 Antecedentes sobre P. sanctum

Piper sanctum (Miq) Schl.( Figura 3), es originaria de México y Guatemala. En México se
distribuye principalmente en los estados de Sonora, Michoacan, Morelos, Puebla, Oaxaca,
Veracruz y San Luis Potosi.

Esta especie crece en climas semicalidos y templados a una altitud de entre 740 y 2600 m
snm y florece en los meses de Septiembre y Octubre. Piper sanctum es conocida como hoja
santa, hierba santa, hoja de ajan, hoja de anis y acoyo, entre otras denominaciones (Argueta et al.,
1994; Zolia, 1994; Marquez et al,, 1999). En el Atlas de las Plantas Medicinales de la Medicina
Tradicional Mexicana |ll, se hace una descripcion detallada de la especie (Argueta et al., 1994).

Piper santum es un arbusto que mide entre 50 ¢cm y 1.5 m de altura. Sus hojas tienen
forma acorazonada; con las flores de color amarillo claro, muy pequefias y estan colocadas como
en un cordon. Los frutos son carnosos y contienen una semilla.

En diversas regiones de la Républica Mexicana, P. sanctum es apreciada en las practicas
meédicas tradicionales; su uso medicinal es ancestral y se ha conservado hasta los tiempos
actuales. La planta entera de P. sanctum se emplea para el tratamiento de padecimientos de
diversa etiologia (en casos de asma, tos, gripe, urticarias) y como antiséptico (Argueta et al.,
1994). A la hoja santa se le atribuyen también propiedades estimulantes, anestésicas locales,
antipiréticas. antidiarreicas, antihelminticas y anticrotalicas entre otras (Marquez et al., 1999).

En las practicas médicas allernativas contemporaneas de México se preparan infusiones
de las hojas de P. sanctum para tratar y prevenir los dolores estomacales, para mejorat la
digestion. para disminuir los dolores de cabeza, la tos y el asma. En algunos trastornos
estomacales se aplica topicamente untando las hojas con manteca y bicarbonato. En las
inflamaciones se aplica la hoja tibia después de haberla metido en agua caliente por unos
segundos. La raiz de la hoja santa se utiliza también para disminuir el dolor de muelas (Argueta et
al.. 1994; Marquez ef al., 1999). En las practicas culinarias la hierba santa es muy apreciada por
sus propiedades aromaticas y se emplea para la elaboracion de platillos tipicos de México

(Argueta et al., 1994).
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La raiz y el tallo de P. sanctum han sido objeto de diferentes estudios que han permitido el
aislamiento y la caracterizacién de numerosos tipos de compuestos incluyendo alcaloides
aporfinicos (1-3) [Haense! et al., 1976; Pérez, 2003], un esteroide (4) [Haensel et al., 1976},
Kavapironas (5-12) [Haensel et al., 1973, 1976; Parmar et al, 1997], piperolidas (13-17) [Héensel et
al., 1971; Parmar et al., 1997], fenil propancides (18-19) [Torres, 2001; Pérez, 2003] y amidas
derivadas de la tiramina (20-21) [Pérez, 2003). De estos metabolitos quizads los mas

representativos del género son las kavapironas y las piperolidas.
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I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Como se indicd en la seccidn de antecedentes, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y fa Union Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares, sefalan que es
necesario fortalecer el control de la tuberculosis, enfermedad de incidencia creciente a nivel mundial,
para evitar fa aparicion de brotes ocasionados por especies o cepas multirresistentes de M.
tuberculosis. Para el conirol de esta enfermedad es necesario, i) interrumpir su cadena de
transmision mediante el control de las fuentes de infeccion; ii) combatir al microorganismo; i)
identificar y proteger a los grupos de alto riesgo asi como mejorar el conocimiento de la enfermedad
tuberculosa mediante un sistema de informacion apropiado y iv) aplicar terapias apropiadas y
encontrar farmacos alternativos mas eficaces que los de uso actual. Para descubrir estos farmacos
se han establecido numerosos programas de caracter internacional, entre ellos, el proyecto
“Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Lalin American” que pretende, entre otros objetivos,
descubrir antifimicos de origen vegetal. En el marco de este proyecto se establecid que Piper
sanctum constituye una fuente de productos antifimicos al inhibir de manera notable el desarrollo de
M. tuberculosis.

Considerando los resultados obtenidos de las evaluaciones bioldgicas preliminares, se decidio
realizar el estudio fitoquimico biodirigido de P. sanctum con la finalidad de comenzar el aistamiento
de los principios activos. Por consiguiente, el objetivo primordial del presente trabajo es la obtencion
de principios antifimicos del extracto activo de las hojas de P. sanctum, con la finalidad de contribuir
al desarrollo de nuevos agentes eficaces para el tratamiento de 1a tuberculosis.

Para el cumplimiento de este objetivo primordial se propusieron los siguientes objetivos
parliculares:

1. Aislar los principios biodinamicos presentes en el extracto mediante una estrategia

biodirigida.

2. Evaluar los compuestos aislados aplicando el método de azul de alamar.

3. Realizar la caracterizacion quimica-estructural de los compuestos activos mediante la

aplicacion de los métodos espectrométricos y espectroscopicos convencionales.
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Parte experimental

.. Il.PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

Las hojas de Piper sanctum (Mig.) Schl. fueron recolectadas en la region de Los Tuxtlas
en el Municipio de San Andrés Tuxtla, en Veracruz el 4 de Mayo de 1999. Un ejemplar de
referencia se depositd en la coleccion etnobotanica del Herbario Nacional MEXU, Instituto de
Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México (Voucher, GM 423-h). La identificacion de la
especie fue realizada por el Dr. Robert Bye (Instituto de Biologia, UNAM).

La desecacion del material vegetal se realizo a temperatura ambiente y se fragment6 en un molino
Willey Modelo 4.

3.2 Procedimientos Generales

3.2.1 Analisis Cromatograficos

Los analisis cromatogréaficos en capa fina se efectuaron de acuerdo con las técnicas
convencionales en placas de aluminio recubiertas con gel de silice de 0.25 mm de espesor (silica
gel 60 GF2s4 Merck) utilizando diferentes sistemas de elucion segln el caso y sulfato cérico como
agente cromageno. El reactivo revelador y los sistemas de elucion empleados se resumen en los
Cuadros 4 y 5, respectivamente. Para la técnica de cromatografia en columna abierta se utilizé gel

de silice (silica gel G-60 Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, maila 70-230) como adsorbente.

Cuadro 4. Agente cromoégeno utilizado para los anélisis cromatograficos en capa fina*.

Reactivo Composicion Referencia
12.0 g de sulfato cérico

Sulfato cérico 22.2 mL de H2S04 conc. Lowery; 1993
'1 350.0 g de hielo picado

*Antes de efectuar el revelado se procedid a visualizar las placas con luz UV { onda corta, 254 nm;
onda larga, 365 nm ) Para el desarrollo del color fue necesario calentar aproximadamente 2 minulos a 35 °C
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Cuadro 5. Sistemas de elucién utilizados para los analisis cromatograficos en capa fina.

Sistemas de eluyentes Composicion | Proporcién
1 Hexano 100 %
2 Hex-CH 2Cl» diversas
3 CH,Clp 100%
4 CH2Cl-AcOEt diversas
5 Hex- AcOEt diversas
6 ACOEt | 100%

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se realizd en un cromatografo
marca Waters (Millipore Corp., Waters Chomatography Division Milford, MA, USA) equipado con
un detector de UV con arreglo de fotodiodos (996) o un detector UV dual (2487). El control del
equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento asi como la manipulacion de la informacion se
realizaron utilizando el programa software Millenium 32, en su version 3.05.01 (Waters).

La purificacion de los compuestos se llevd a cabo empleando una columna analitica fase reversa
sobre gel de silice (Prep. Nova-Pak ® HR Cig 60 A,6 pum), 3.9 x 300 mm y una columna
preparativa fase reversa (Prep. Nova-Pak @ HR Cig 60 A, 6 um), 19 x 300 mm. La detecciéon se
ajusto entre 200 y 300 nm para el detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y a 214 nm para el
detector dual. También se empled una columna fase normal sobre gel de silice (Waters, jiporasil,
125 A, tamafo de particula de 10 um), 19 x 300 mm. La deteccion se ajusto entre 200 y 300 nm

para el detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y a 270 nm para el detector dual.

3.2.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los
productos naturales.

Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotémetro FT IR Perkin-
Elmer, modelo 1605 en pastilla de KBr o pelicula. Los espectros en el ultravioleta-visible (UV-VIS),
se realizaron en un espectrofotdbmetro Perkin-Elmer modelo lambda 2. Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los analisis de cromatografia de gases acoplado a espectromelria de masas (CG-EM), se
realizaron en un cromatografo de gases Hewlett Packard modelo 5890 serie Il, empleando una
columna capitar HP-5MS ( metil fenil silicona como fase estacionaria al 5%), helio como gas

acarreador y un espectrofotémetro de masas modelo Jeol SX-102 A .
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Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN 'H) y de Carbono 13
(RMN 13C), asi como los espectros de RMN bidimensional homonuclear ( 'H-'H COSY y NOESY)
y heteronuclear (HETCOR, HMBC), se generaron en un aparato Varian Unity INOVA, el cual fue
operado a una frecuencia de 300 MHz para 'H y a 75 MHz para '3C. Los espectros se registraron
en CDCl; y los desplazamientos guimicos & (ppm) referidos al tretrametilsilano (TMS) como
referencia interna.

En general los analisis arriba indicados se efectuaron en la Unidad de Servicios de Apoyo
a la Investigacion (USAI), de la Facultad de Quimica. Los espectros de RMN del producto 28 se
registraron en fa Universidad de Arizona y su rotacion dptica se realizo en el Instituto de Quimica,
UNAM.

3.3 Estudio quimico de las hojas de Piper sanctum

3.3.1. Preparacion del extracto organico

El material vegetal desecado y molido (1.0 Kg), se extrajo cinco veces mediante un
proceso de maceracion. En el Cuadro 6 se resumen las condiciones de extraccion.
Cuadro 6. Procedimiento de extraccion de la especie P. sanctum.

| Tiempo (h) Disolventes | Proporcion Volumen (L)
P 144 CH.Clz- MeOH 1:1 5.0

96 CHzCl2- MeOH 1:1 25

72 MeOH 100 % 25

120 MeOH 100 % 2.35
| 144 | MeOH | 100% 20

Los extraclos resultantes se fillraron y se concentraron al vacio. Posteriormente, se
sometieron a un analisis por cromatografia en capa fina y se reunieron de acuerdo con su similitud
cromatografica generando un total de 162.4 g de extracto crudo de las hojas de P. sanctum.

3.3.2 Fraccionamiento preliminar del extracto total de ias hojas de P. sanctum

El extracto total (162.4 g) se sometid a un fraccionamiento primario en columna abierta
utilizando gel de silice como adsorbente (178.7 g). El proceso de elucion se realizd con hexano,
mezclas de Hex-CH2Cl,, CH2Clz, mezclas CH2Clz-MeOH y MeOH. En el Diagrama 1 se resume el
procedimiento de extraccion asi como el fraccionamiento primario de P. sanctum.

AR ""'5“":"7“%'] 19
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Hojas de Piper sanctum (1.0 Xg)
a ) Extraccion via maceracion

b.) Filtracion y concentracion al vacio.

Residuo vegetal Extracto tolal, (162.4 g)

C.C Sige! [ Hex-» CH, Cl,--» MeOH]

*Fracciones activas

Diagrama 1. Extraccion y fraccionamiento primario de P. sanctum.

Este procedimiento gener¢ un total de 266 fracciones de 400 mL cada una, que se analizaron
mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.), reuniéndose todas aquéllas que cromatogréficamente
resultaron similares, generando asi un total de ocho fracciones primarias; estos resultados se

resumen en e} Cuadro 7.

Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento primario via cromatografia en columna abierta del
extracto crudo de las hojas de P. sanctum.

Fracciones | Proporcion (%) | Eluyente (s) | Fracciones reunidas | Clave | Peso (g)
1-14 | 100 Hexano 1-38 F1 0.2169
15-36 ‘ 90:10 Hex - CHzCl, 39-56 F2 1.5227 |
37-50 | 80:20 Hex - CH.Clh 57-76 F3 1.2998 |
51-58 70:30 Hex - CH.Cl; 77-113 F4* | 4.0421
59-74 60:40 Hex - CH:Clz 114-140 F5 3.1106
75-93 50:50 Hex - CH2Cl; 141-172 Fé* 5.5606
I 94-108 40:60 Hex - CHoCl, 173-192 F7 | 51.6236
| 109-125 30:70 Hex - CH2Cl, 193-266 F8 | 65.1908
126-140 20:80 ! Hex-CH)Cl, ! |
141-157 10:90 Hex - CH.Cl,
168-172 . 100 CH:Cl, - MeOH
173-180 90:10 CH2Clz - MeOH
191-208 80:20 CH:Clz - MeOH
208-223 70:30 CHCl - MeOH
224-238 60:40 CHClz - MeOH
239-254 50:50 CH:Cl; - MeOH
255-266 100 ~ MeOH B

*Fracciones que resultaron activas.
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3.3.3 Fraccionamiento éecundario dela fracciéh acii\}a F4*

La fraccion activa F4* se someti6 a unfraccionamiento secundario mediante una
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (60 g). Como eluyentes se emplearon los
siguientes: Hex-CH,Cl, (10:0—0:10) y CH2Cla-AcOEt (9:1—1:1). Se obtuvieron en total 161 fracciones
de 20 mL, las cuales se analizaron por cromatografia en capa fina y se reunieron aguellas que
presentaron similitud cromatografica, para generar cuatro fracciones secundarias: F4-1 (0.0185 g), F4-
2 (0.0080 g), F4-3* (1.585 g) y F4-4 (0.0642 g). De estas solo la F4-3* fue activa.

3.3.4 Fraccionamiento terciario de la fraccion activa secundaria F4-3*

La fraccion secundaria F4-3*, se sometid a un fraccionamiento terciario mediante una
cromatografia en columna abierta. Para ello, se utilizaron 60 g de gel de silice como adsorbente y
Hex-AcOEt {10:0—8:1) como disolventes de elucion. Este procedimiento condujo a la obtencién
de siete fracciones terciarias: F4-3-1 (0.0024 g), F4-3-1I* (0.4391 g), F4-3-1II* (0.0860 g), F4-3-Iv*
(0.4641 g), F4-3-V (0.2076 g), F4-3-Vi (0.0533 g) y F4-3-VIl (0.0158 g). De las cuales las F4-3-I*,
F4-3-1II* y F4-3-1V* resultaron activas.

3.3.4.1 Separacion de los compuestos 2-0x0-12-(3',4'-metilendioxifenil)-dodecano (22), 2-oxo0-14-
(3',4'-metilendioxifenil)-tetradecano (23), 2-oxo-16-(3',4"-metilendioxifenil)-hexadecano (25), el 2-
oxo-18-(3',4'-metilendioxifenil}-octadecano (26) y del producto (24) de la fraccién F4-3-IV*

La fraccion F4-3-VI* se resolvié en sus componentes mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion utilizando las siguientes condiciones: como fase estacionaria una columna
analitica fase reversa Cis, y como fase moévil una mezcla de ACN-MeOH (80:20) con un fiujo de
0.30 mU/min. La longitud de onda utilizada para la deteccién de los compuestos fue de 214 nm y
las inyecciones de la muestra se realizaron a una concentracién de 0.3 mg/50 nl. Este
procedimiento permitio  la separacion de cinco metabolitos de interés: 2-oxo-12-(3'4'-
metilendioxifenil)-dodecano (22), 2-oxo-14-(3',4"-metilendioxifenil)-tetradecano (23), 2-oxo-16-(3'4'"-
metilendioxifenil)-hexadecano (25), 2-oxo-18-(3',4-metilendioxifenil)-octadecano (26) y el producto
(24).
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3.3.4.2 Separacion de los compuestos . metil[6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-iljacetato
(28) y 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27) de las fracciones terciarias F4-3-llI* y F4-3-1I*

La separacion de los componentes de la fraccion F4-3-llI* se realizo también mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion y se utilizaron las siguientes condiciones: como fase
estacionaria una columna analitica fase reversa Cig y como fase moévil una mezcla ACN- MeOH
(80:10) con un flujo de 0.3 mL/min, la longitud de onda utilizada para la deteccion fue de 214 nm y
las inyecciones se realizaron a una concentracion de 0.3 mg/50 pL. Posteriormente se realizo el
escalamiento para el cual se utilizé como fase estacionaria una columna preparativa fase reversa
Cis Y A CN-MeOH (90:10) como fase mévil a un flujo de 7.11 mL/min, utiizando una concentracion
de 3.0 mg/50 uk por inyeccion. La aplicacion de este procedimiento permitio la separacion del
metil|6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-ilJacetato (28) asi como cantidades adicionales del 2-oxo-
14-(3'.4"-metilendioxifenil)-tetradecano (23). Por otro lado, el analisis de la fraccion activa F4-3-11°
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), permitic detectar la
presencia del 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27) y cantidades adicionales de los compuestos
metil{6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-iljJacetato (28) y del producto (24); la fraccion se sometid
también a un analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién utilizando las siguientes
condiciones: una columna preparativa fase reversa Cg, y ACN con un flujo de 7.11 mL/min, a una

concentracion de 3.0 mg/50 bl por inyeccion.

3.3.4.3 Separacion de los compuestos 2-oxo-14-(3' 4'-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y
2-o0x0-16-(3',4'-metilendioxifenil)-3-hexadeceno (30) de la fraccion terciaria F6-V-IV*

La fraccidon activa F6* se sometio a un fraccionamiento secundario en columna abierta
sobre gel de silice (60g). Como disolventes de elucion se emplearon los siguientes: Hex-AcOEt
(10:0—9:1). Este procedimiento generd un total 236 fracciones de 20 mL, cada una, que fueron
analizadas mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.), reuniéndose todas aquelias que
cromatograficamente resultaron similares, generando asi un total de nueve fracciones secundarias:

F6-1 (0.0237 g). F6-II (1.2130 g), F6-lll (0.1138 g), F6-IV (0.0497 g), F6-V* (0.9283 g), F6-VI
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(0.0420 g), F6-VII (0.0863 g), F6-VIll (0.2634 g) y F6-I1X (0.1504 g). De estas resulto activa la Fé-
Vv

La fraccion F6-V*, se sometio a un fraccionamiento terciario en cromatografia en columna
abierta. Para ello, se emplearon 50 g de gel de silice como adsorbente y Hex-AcOEt (10:0--9:1),
como disolventes de elucion. Este proceso condujo a la obtencion de diez fracciones terciarias: F6-
V-1(0.0128 g), F6-V-Il (0.0744 g}, F6-V-Hli (0.3524 g), F6-V-IV* (0.2367 g), F6-V-V (0.0237 g), F6-
V-VI(0.0259 g). F6-V-VIi (0.0333 g), F6-V-VIII (0.0337 g), F6-V-IX (0.0542 g) y FB-V-X (0.0668 g).

De las cuales la F6-V-IV* resulto activa.

La fraccion F6-V-IV*, se resolvi6 en sus componentes mediante el empleo de
cromatografia de liquidos de alta resolucion utilizando las siguientes condiciones una columna
analitica fase normal y como fase movil una mezcla Hex-AcOEt, (95:5) con un fiujo de 0.3 mL/min.
La longitud de onda empleada para la deteccion fue de 270 nm vy las inyecciones de la muestra se
realizaron a una concentracion de 0.3 mg/50 pL. Este procedimiento permitio la separacion de dos
metabolitos de interés: 2-oxo-14-(3'.4"-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y 2-oxo-16-(3'4'-

metilendioxifenil)-3-hexadeceno (30).

3.4 Determinacion de la actividad antifimica

La actividad antifimica preliminar se determiné en el Instituto de Investigaciones sobre la
Tuberculosis de la Universidad de lllinois, en Chicago, Hlinois, E.U., mediante un ensayo
radiorespirométrico. Los compuestos puros y fracciones se evaluaron mediante el método
fluorimetrico MABA (Miocroplate Alamar Blue Assay). Los procedimientos se describen con detalle
en los trabajos de Cantrell y colaboradores (Cantrell et. al., 1998) y Collins y Franzblau (Collins y
Franzblau, 1997).

:
N

23

Laliual




Resultados y Discusién

V. RESULTADOS Y DISCUVSVION

4.1 Seleccion de la especie P. sanctum como un candidato apropiado para la obtencion de
principios antifimicos

La preseleccion de la especie P.sanctum se realizo de acuerdo con el criterio etnomédico,
el cual constituye uno de los criterios mas importantes para seleccionar materias primas
destinadas al descubrimiento de sustancias biologicamente activas (Fabricant y Fransworth, 2001).

Posteriormente, durante la realizacion de los ensayos biologicos preliminares efectuados
en el Instituto de Investigaciones sobre Tuberculosis de la Universidad de lllinois en Chicago, se
establecio que esta especie representa una fuente potencial de agentes antifimicos de interés
terapéutico. Cabe mencionar que el extracto integro de la hojas de P. sanctum inhibi6 en un 100%
el crecimiento de M. tuberculosis, agente etiologico principal de la tuberculosis. Como ensayo
biolégico para detectar la actividad inicial del exiracto integro se utilizd el método

radiorespirométrico (Cantrell et al., 1998).

4.2 Aislamiento y purificacion de los principios activos

La preparacion del extraclo destinado a la separacion de principios activos se realizd
mediante un proceso de maceracion utilizando como disolvente de extraccion una mezcla de
CH2Cl-MeOH (1:1); esta mezcla se seleccioné como disolvente de extraccion debido a que con
este sistema se observo la mejor actividad en las pruebas bioldgicas iniciales. La metodologia
experimental se indico en el Capitulo I, inciso 3.3.1.

Posteriormente, el extracto activo se fracciond de manera preliminar mediante una
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. Este proceso generd ocho fracciones
primarias. De estas, las fracciones F4-F6* presentaron actividad antimicobacteriana (Cuadro 8) de

acuerdo con los resultados del ensayo azul de alamar (Collins y Franzblau, 1997).
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Cuadro 8. Actividad antimicobacteriana de las fracciones activas obtenidas del extracto
crudo de las hojas de P. sanctum

Actividad antimicobacteriana

acciones primarias activas s
Fracciones primar (% de inhibicion)

extracto crudo 100
F4* 100
F5* 100
F6* .00

*Fracciones antimicobacterianas
(Criterio de actividad: % de inhibicion >95%).

La fraccion activa F4* se someti6 a un fraccionamiento secundario por métodos
cromatograficos. Los resultados de las evaluaciones bioldgicas indicaron que la fraccion
secundaria F4-3* era la parte activa. Para intentar la separacion de los compuestos esta fraccion
se somelid a un fraccionamiento terciario. En las fracciones F4-3-1I', F4-3-lI* y F4-3-lv*
resultantes de este ultimo proceso se concentrd la actividad biolégica (porcentaje de inhibicion >
98 %). La fraccién activa F4-3-1V* se sometio a un andlisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). Este analisis permitio la deteccion de seis componentes los
cuales se separaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). Este proceso
condujo al aislamiento de los siguientes compuestos: 2-0xo0-12-(3',4'-metilendioxifenit)-dodecano
(22), 2-oxo-14-(3'.4'-metilendioxifenil)-tetradecano (23), 2-oxo-16-(3',4'-metilendioxifenil)-
hexadecano (25). 2-oxo-18-(3'.4-metilendioxifenil)-octadecano (26) y el producto (24) que se
encuentra en proceso de caracterizacidn. En la Figura 4, se muestra el cromatograma de la
fraccion F4-3-1v*

De la fraccion activa F4-3-1II* se separaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion
{CLAR) los siguientes metabolitos: 2-oxo-14-(3'4"-metilendioxifenil)-tetradecano (23) y el metil[6-
(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-il|acetato (28). Asimismo la fraccion F4-3-11*, se sometié al mismo
tratamiento lo que permitio la obtencion del metabolito 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27). En las
Figuras 5y 6. se muestran los cromatogramas correspondientes.

De la fraccion activa FB-V-IV* (porcentaje de inhibicion > 98%) se obtuvieron por una
combinacion de cromalografia en columna y cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
Figura 6, los productos 2-oxo-14-(3'4"-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y 2-oxo-16-(3'4"-
metilendioxifenil)-3-hexadeceno (30).

25




Resultados y Discusion

04

0.2

FR.C18
ACN-MeOH, (80:20)
F=0.3 mL/min
C=03mg/50 plL
#=214nm

f

¥
1
|
|
\

1
\

!

|
A P
UV
- J ‘\//’ >~,_..£

!

20 40 60 a0 12.0

MINUTOS

100 14.0

Figura 4. Cromatograma de la fraccion activa F4-3-V*
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Figura 6. a) Cromatograma de la fraccion activa F4-3-1I* y b) Cromatograma de la fraccién
activa F6-V-IV*,

En el Cuadro 9 se indican la formula minima, el peso molecular, el tiempo de retencién,

los rendimienios de los compuestos aislados, asi como las estructuras de los compuestos
identificados a la fecha.
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= Cuadro 9. Metabolitos aislados de las hojas de Piper sanctum en el presente estudio.

. Rendimiento
Formula Peso tr
Compuesto b . (%)
minima molecular | (minutos) (planta seca)
0.
< ji)(/\/\( 2
o v);\/\/\n/
o]
n=1 (22) CigH2503 304 10.26 2.8x104
n=3 (23) C21H3203 32 12.75 7.0x104
n=35 (25) Ca3Has03 360 16.41 5.9x10
n=7 (26) CasHa003 88 19.27 2.0x104
- |
Ve \/ﬁ( C22HuO 314 20.5 3.5X104
¢}
27) |
RS -
@xv,/\(*)ﬁ\/Loj\/COOCHJ Ca24 H3s03 374 14.26 2.6x103
(28)
<O:©\/\/\(
o ,,n/\/\n/
o
n=5 (29) C21H3003 330 22.47 1.9x104
n=7 (30) C23Hu0s 358 23.53 9.6x105
AT fon | 28
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4.2.1 Caracterizacion de los compuestos 2-oxo-12-(3',4'-metilendioxifenil}-dodecano (22), 2-oxo-
14-(3',4"-metilendioxifenil)-tetradecano (23), 2-oxo-16-(3',4"-metilendioxifenil}-hexadecano (25) y el
2-0x0-18-(3',4"-metilendioxifenil}-octadecano (26).

Las constantes espectroscopicas y espectrométricas de los productos 22, 23, 25 y 26 se
resumen en los Cuadros 10 (IR, EM) y 11-12 (RMN).

Cuadro 10. Constantes espectroscoépicas y espectrométricas de los productos 22, 23, 25y

26.

Metabolito

IR Viax (KBr) cm -1

EMIE m/z

0 F
<oj;j\/\u7/\”/
o]

(22)

2926, 2847, 1716, 1499,

1490, 1472, 1440, 1361,

1218, 1171, 1144, 1039,
940, 802, 715y 404.

304[M~ (100)], 289(1.4),
246(22.2), 218(2.7), 204(1.4),
177(1.4), 161(1.4), 140(4.16),

135(86.1),105(2.7), 91(1.4),
77(2.7), 55(1.38) y 43(2.7).

SO

(23)

2913, 2841, 1713, 1489,

1490, 1476, 1440, 1353,

1228, 1191, 1164, 1039,
945, 918, 802 y 404.

332[M* (100)), 328(4.54),
274(18.1), 177(1.5), 163(1.5),
148(4.54), 135(90.9),105(3.0),

91(6.0), 77(1.5), 55(1.5) y

43(3.0).

<oj©\/\u/\”/

(25)

2916, 2848, 1713, 1499,
1490, 1472, 1440, 1363,
1228, 1191, 1164, 1039,

940, 918, 802, 715 y 404.

360[M* (100)), 345(1.7),
302(22.3), 177(1.7), 148(4.4),
135(89.3),105(2.6), 91(1.7),
77(2.6) y 43(3.5).

<1
s} Xy TN
13 g/

(26)

2914, 2848, 1718, 1492,

1472, 1437, 1360, 1228,

1191, 1154, 1027, 918,
812, 715y 428.

388[M- (100)], 373(2.7),
330(22.2), 288(1.4), 274(1.4),
302(22.3), 177(1.4), 140(4.2),
135(88.8),123(1.4),105(1.4),
91(1.4), 77(2.7) y 43(3.5).

TR r?}‘??’j
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Cuadro 11. Datos espectroscopicos de RMN de los productos 22 y 23.

Metabolito
<O 4 6' 1
o I ] 14 2
3 g
Posicion 0
(22) (23
SH Sc o S¢
CH3CO 213s 29.0 2143s 29.0
CO --- 209.5 --- 209.2
3 2401(7.2) 42.0 2.41t(7.1) 41.8
4 1.52-1.59, m 228 1.52-1.59, m 23.0
5-10 1.20-1.30, m 26.0-28.0 1.22-1.30, m 26.0-28.0
1 1.52-1.59, m 32.0 1.22-1.30, m 26.0-28.0
12 2.511a (7.8) 34.0 1.22-1,30, m 31.8
13 --- --- 1.52-1.59, m. 34.0
14 -- -- 2.51ta(7.8)
1’ 136.0 135.0
2 6.67 dd (1.8,0.3) 109.0 6.67-dd (1.8,0.3) 109.0
KY 149.2 149.5
4 -- 147.2 -- 147.2
5 6.72dd (7.8, 0.3) 108.1 6.71dd (7.8, 0.3) 108.1
6 6.61dda (7.8, 1.8) 120.5 6.60 dda (7.8, 1.8) 120.5
OCH:0 591s 100 591s 100

las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.

-

R
-

ore e

B
Al

* El desplazamiento quimico esta expresado en ppm. Los valores en paréntesis corresponden a
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Cuadro 12, Datos espectroscopicos de RMN de los productos 25y 26.

Metabolito

oY 6
1
<o 18 2
5 W

Posicion
(26
OH Sc SH Sc

CH:CO 2135 29.0 2135 29.0

co . 209.5 .- 209.2

3 2411(7.2) 42.0 2.41(7.9) 42.0

4 1.52-1.60, m 23.0 152-1.60, m 22.8
5-14 1.22-1.30, m 26.0-28.0 1.20-1.30, m 26.0-28.0
15 1,52-1.60, m 32.0 1.20-1.30, m 26.0-28.0
16 2.511a (7.8) 34.0 1.20-1.30, m 26.0-28.0

17 .- --- 1,52-1.60, m 32.0

18 i .- 2.511a (7.5) 34.0

v ;- 136.0 136.2

2 6.67 dd (1.8,0.3) 109.0 6.67 dd (1.8,0.3) 109.0

3 .- 149.0 148.5

t 147.0 147.1

5 6.72 dd (8.0, 0.3) 108.0 6.72 dd (8.0, 0.3) 108.0

6 6.61 ddt (7.8, 1.8, 0.6) 120.5 6.61 dda (8.0, 1.8) 120.0

100 591s 100

OCH;O

591s

“El desplazamlento quimico esta expresado en ppm. Los valores en paréntesis corresponden a
las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.

PALLA 1
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Los productos naturales se obluvieron como solidos cristalinos de bajo punto de fusion
~B0-61 °C (compuestos 23 y 25) o aceites transparentes (22 y 26). La formula molecular en todos
los casos se eslablecio por espectrometria de masas como CigH2s03, C21H3203, C23H3sO3
Ca2sHa003, respectivamente. Asi los iones moleculares de los compuestos difieren entre si por 28
uma. Cada una de las férmulas minimas establecidas permite un indice de deficiencia de
hidrégenos de seis.

Los espectros en el IR, presentan bandas de absorcion asociadas con la presencia de una
cadena alquilica (~2916,1472, 1440 y 715 cm-1), aromaticidad (~1499, 1490, 918 y 802 cm''} y un
grupo carbonilo de cetona (~1713 cm-'). Los espectros en el UV contienen bandas de absorcion
congruentes con una sustancia aromatica (A ~233 y 286 nm) [Silverstein, 1997].

El andlisis de los espectros de RMN, permitidé establecer en todos los casos la presencia
de: i} un anillo aromatico trisustituido, ii) una cadena alquilica lineal, iii) un grupo metilendioxi y iv)
un grupo carbonilo de cetona terminal. Estos fragmentos estructurales satisfacen los
requerimientos de las formulas moleculares de los compuestos 22, 23, 25 y 26 en cuanto a niumero
de oxigenos e indice de deficiencia de hidrégenos. Las caracteristicas mas relevantes de los

espectros de RMN se resumen a continuacion:

1) Las sefales en ~&y4 6.61 (ddt, J= 7.8, 1.8, 0.6 Hz, H-6'), 6.67 (dd, J= 1.8, 0.3 Hz, H-2) y
6.72 (dd, J = 8.0, 0.3 Hz, H-5') conforman un sistema ABC caracteristico de un anillo
aromatico ftrisustituido. Todas las senales del sistema ABC correlacionan entre si en el
espectro COSY (Espectro 1). Las sefales aromaticas antes descritas correlacionan en el
espectro HETCOR (Espectro 2) con las senales en ~8¢ 120.5 (C-6"), 109 (C-2") y 108 (C-
5’), respectivamente. De esta forma, se logro asignar los carbonos protonados del anillo
aromatico. Los desplazamientos quimicos de las sefales en ~8¢ 147 y 149, corresponden
a dos de los carbonos cuaternarios del anillo aromatico y sugieren la presencia de dos
sustituyentes electronegativos que, de acuerdo con la formula minima, se trata de dos
grupos oxigenados; por lo tanto, la sefial en ~8¢ 136, y Ultima en la zona de carbonos
aromaticos corresponde al carbono cuaternario que sostiene la cadena alifatica lineal.

2) En &n 5.91 se aprecia un singulete con una integracion para dos hidrdgenos caracteristico
de un grupo metilendioxi; esta sefal correlaciona en el espectro HETCOR (Espectro 2)

con la absorcion ~ d¢ 100.
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3) En ~8n 2.51 {td, J = 7.8, - Hz) se observa una sefial ancha alribuible a un metileno
bencilico; esla correlaciona en el espectro HETCOR (Espectro 2) con la sefial en ~d¢ 34
La sefal en ~8y 2.41 (t, J = 7.2 Hz, H-3) corresponde al metileno «. al carbonilo y
correlaciona en el espectro HETCOR (Espectro 2) con la absorcion en ~d¢ 42 (C-3).

4) En el intervalo ~851 1.52-1.60 se aprecia una sefal para cualro hidrégenos, dos son
asignables a los protones « al metileno bencilico y los dos restantes a los protones
vecinales al metileno o al carbonilo. Estos protones correlacionan en el espectro COSY
(Espectro 1) con las sefiales en 8n 2.41 y 2.51, respectivamente.

5) En ~8n 1.22-1.30 se observa un grupo de sefiales atribuible al resto de la cadena
alquilica. En el espectro HETCOR (Espectro 2) se aprecia una correlacion entre estas
sefales y las que aparecen en el rango de absorcién de ~3c 26-28.

6) En ~8n 2.13 se observa un singulete correspondiente a un grupo metilo de una cetona
terminal. Esta sefial correlaciona en el espectro HETCOR (Espectro 2) con la sefial en
~8¢ 29. Por ultimo, en ~&¢ 209.5 se aprecia una sefal caracteristica para un grupo
carbonilo de cetona. Estas ultimas sefales sugieren que los productos naturales presentan
una funcién metil-cetona al término de la cadena alquilica.

Todas las evidencias mencionadas permiten identificar cuatro productos naturales novedosos:
2-0x0-12-(3',4"-metilendioxifenil)-dodecano (22), 2-oxo-14-(3',4-metilendioxifenil)-tetradecano (23),
2-0x0-16-(3',4"-metilendioxifenil)-hexadecano {25) y el 2-oxo-18-(3' 4"-metilendioxifenil)-octadecano
(26).

El patron de fragmentacidn observado en los espectros de masas es congruente con las
propuestas estructurales presentadas en el Cuadro 10. Asi el pico base de cada compuesto
constituye el ion molecular y el fragmento con una relacién m/z 135 constituye el pico mas
abundante después del pico base y es generado por la péerdida de la cadena alquilica a partir del
ion molecular mediante una ruptura bencilica. Este fragmento es caracteristico para los derivados
de tipo alquilbencénicos (Silverstein, 1997).

A manera de ejemplo, en las Figuras 7-11 se muestran los espectros en el UV, de masas
modalidad IE. el patrdon de fragmentacion, de RMN-'H y de RMN-3C del compuesto 25. Los
espectros de masas y RMN de los compuestos restantes se muestran en el apéndice.
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Figura 7. Espectro en el UV del compuesto 2-0x0-16-(3',4'metilendioxifenil)-hexadecano (25).
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Flgura 9. Patron de fragmentacion del compuesto 2-oxo-16-(3',4"-metilendioxifenil)-
hexadecano (25).
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Figura 10. Espectro de RMN-'H del compuesto 2-oxo-16-(3',4'metilendioxifenil)-hexadecano
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Figura 11. Espectro de RMN-13C del compuesto 2-0xo-16-(3',4'metilendioxifenil)
hexadecano (25).
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422 Caracterizébionfdékiyé-oibi16-f§’ni|§3;t{é3(adéce’ﬁo'(27')1, =

Las constantes flsucas espectroscoplcas espectrométncas del compuesto 27 se resumen en

los Cuadros 13y 14,

Cuadro 13. Constantes fisicas, espectroscoplcas y espectrometncas del 2-oxo 16-fen|I 3-

hexadeceno (27),

Férmula molecular
Peso molecular

IR vmax (pelicula) cm -1

EMIE miz (Int. Rel.)

C22H34 O :
2925, 2853, 1738, 1677, 1627, 1495 1463 1453 59,1252, :
1177, 1029, 978, 746y 698. - :
315(17.7), 314(68.8), 296(4.4), 245(5 1), 256(8 8), 174(6 6),|
160(6.6), 131(22.2), 117(17.7), 104(51.1), 97(64.4) vy
91[M*(100)].

Cuadro 14, Datos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del 2-ox0-16-fenil-3-hexadeceno
(27).

Posicion Sc SH
CH;CO 28 22s
Co 198.8 ---
3 131.3 6.0 dt(15.9, 1.5)
4 148.7 6.8 dt(15.9, 6.9)
5 31.5 22, m
6 26.8 1.46q(7.2)
7-12 29.2-29.6 1.6, m
13-14 29.2-29.6 1.2, m
15 324 1.2.m
16 35.9 26ta(7.5)
1 142.9 ---
2'6' 128.2 71-7.3
35 1284 7.1-7.3
4 125.5 7.1-7.3

* El desplazamiento quimico esta expresado en ppm. Los valores en paréntesis
corresponden a las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.
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El producto 27 también se aislé como un aceite incoloro. Su formula molecular se establecio
por espectrometria de masas como C22H34O observandose el ion molecular en una relacién m/z
de 314 uma. La formula molecular calculada, permite un indice de deficiencia de hidrégenos de
seis.

El espectro en el IR, presenta bandas de absorcion asociadas con la presencia de una cadena
alquilica (2925, 1463,1453 y 746 cm!), aromaticidad (1495, 978 y 698 cm-') y de un grupo
carbonilo de cetona (1677 cm''). El espectro en el UV contiene bandas de absorcidn congruentes
con una sustancia aromatica (» ~219y 286 nm) [Silverstein, 1997].

Al igual que en el caso de los productos 22, 23, 25 y 26, el andlisis de los espectros de RMN
(Figuras 12-15 y Cuadro 14), permitid establecer la presencia de un anillo aromatico, de una
cadena alquilica lineal y de un grupo carbonilo de cetona en la molécula. Las caracteristicas mas

relevantes de los espectros de RMN se resumen a continuacion:;

1) Las sefales en dn 7.1-7.3 conforman un sistema AB2C: caracteristico de un anillo
aromatico monosustituido. Las sefales en &¢ 142.9 (C-1'), 128.4 (C-5' y C-3'), 128.2 (C-2’
y C-6') y 125.5 (C-4'), se asignaron a los carbonos aromaéticos correspondientes.

2) Enel 54 6.8 (dt, J=15.9, 6.9 Hz, H4) y 6.0 (dt, J = 15.9, 1.5 Hz, H-3) se aprecian dos
sefales asignables a una doble ligadura frans disustituida y conjugada. Las sefales antes
mencionadas correlacionan entre si en el espectro COSY (Figura 15) y los carbonos
correspondientes aparecen en d¢ 131.3 (C-3) y 148.7 (C-4).

3.) Lasefal de on 2.6 (ta, J= 7.5 Hz, H-16) es asignable a los protones del metileno bencilico
que correlaciona en el espectro COSY con las sefiales en el intervalo 61 7.1-7.3 (H-2', H-
6'y H-15). El carbono bencilico absorbe en 8¢ 35.9.

4.) Endn 2.2/ 6c 28 se aprecia la senal de un grupo metilo de cetona terminal. Al igual que en
los productos anteriores, el producto natural presenta una funcion metil-cetona al término
de la cadena alquitica.

5) En du 2.2 se observa una sefal para dos protones asignables a los protones vecinales de
la doble ligadura. Estos protones correlacionan en el espectro COSY con las seiales en
1 1.46 (H-6), 6.8 (H-4) y 6.0 (H-3). El carbono correspondiente absorbe en 8¢ 31.5.
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6.) En &n 1.46 (q, J = 7.2 Hz, H-B) / 8¢ 26.8, se aprecian las sefiales de olro grupo metileno
(C-6). En el espectro COSY se observa su correlacion con 8w 2.2 (H-5) y 1.6 (H-7).

H-1

B2 - H§

H-T-H1

W
|

|
M4 H3 | | "
' i __.!! “ “\»_ :’L,_.-AJ! “,,’\ ! . o

T T T T T T T T T
L] ’ 6 5 q K} 2 1 opm

Figura 12. Espectro de RMN-1H del compuesto del 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27).

7.) En el rango &n 1.6-1.2 y 8¢ 29.2-29.6 se observan las sefales tipicas de los metilenos
restantes de la cadena alquilica (H-7 — H-12 y H-13— H-15).

8.) Por dltimo, en ¢ 198.8 se aprecia la sefial de un grupo carbonilo. Esta sefial aparece
desplazada diamagnéticamente en comparacion al carbonilo de cetona de los compuestos
22, 23, 25 y 26. Por lo tanto, la doble ligadura debe encontrarse entre los desplazamientos
en &¢ 131.3(C-3) y 148.7 (C-4).
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Figura 13. Espectro de RMN-13C del compuesto del 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27).

De acuerdo con las evidencias presentadas, el nuevo producto natural se identificé como el 2-

oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27). El patron de fragmentacion observado en el espectro de masas es

congruente con la propuesta presentada pues el fragmento con relacion m/z 91 uma constituye el

pico base del compuesto y es generado mediante una ruptura bencilica, con la posterior formacion

del grupo tropilio y una pérdida de 123 unidades de masa a partir del ion molecular

(Silverstein,1997). En la Figura 14 se muestra el patron de fragmentacion del compuesto 27.
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Figura 13a. Espectro de masas modalidad IE del compuesto 2-oxo-7164fenil-3-
hexadeceno (27). ' ‘
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Figura 14, Patron de fragmentacion del compuesto 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27).
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Figura 15. Espectro de RMN modalidad COSY del compuesto del 2-0xo-16-fenil-3-
hexadeceno (27).
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4.2.3 Caracterizacion del

metil[6-(10-fenildecajtetrahidro-piran-2-ilJacetato (28) -

“las cévnsténlés' fiéicés, espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 28 se

resumen en los cuadros 15 y 16.

Cuadro 15. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del metil[6-(10-

fenildecail)tetrahidro-piran-2-iljacetato (28).

Férmula molecular
Peso molecular

IR Vmax (pelicula) cm -1

EMIE m/z (Int. Rel)
[Espectro 12}

Co4 H3s O3

374

2926, 2853, 1743, 1604, 1495, 1454, 1436, 1372,1346,1287, 1250,
1197, 1074, 747 y 698.

375(14.1), 374(528), 356(6.6), 342(13.2), 324(5.6), 314(1.8),
301(16.0), 282(14.1), 281(1.8), 256(5.6), 245(1.8), 242(1.8), 209(1.8),
202(2.83),185(3.77),172(2.8),158(13.2),157| M*{100)],143(5.6),125(56.
6),104(29.2), 91(73.58), 69(8.5), 55(11.3), 41(7.5).

Cuadro 16, Datos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de! metil[6-(10-
fenildecail)tetrahidro-piran-2-ilJacetato (28).
4

Posicion oc On
OCHj3 51.5 36s
CcO 172.0 ---
2a 416 2.36dd (14.7,5.7)
2b 416 2.51dd (14.7,7.8)
2 744 3.7 dddd (13.2,7.8,5.7, 1.8)
3.5 23.4.31.5 1.0-1.8, m
6' 78.0 3.2tdd (11.1, 4.8, 1.8)
1"-g" 234315 1.0-18, m
10" 36.0 2.61a(7.8)
i 1420 ---
2" 128.3 7.1-7.3,m
3 128.1 71-7.3, m
4" 125.4 7473, m
5" 128.1 71473, m
6" 128.3 7.1-7.3, m

* El desplazamiento quimico esta expresado en ppm. Los valores en paréntesis
'Torresponden alas constantes de acoplamiento (J) en Hertz.
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El producto 28 se aisld como un aceite incoloro. Su formula molecular se establecié como

Cz4 Hag O3 por espectromelria de masas observandose el ion molecular en una relacion m/z de

374 uma. La formula molecular calculada permite un indice de deficiencia de hidrégenos de seis.

El espectro en el IR, presenta bandas de absorcion asociadas con la presencia de C-H

alifatico (2926, 2853, 1454 y 747 cm-'), aromaticidad ( 1495, 1436, 747 y 698 cm'') y de un grupo

carbonilo de éster (1743 cm-!). El espectro en el UV contiene bandas de absorcion congruentes

con una sustancia aromatica (2 ~253, 267 y 286 nm) y su [«]po= -3.0 [Silverstein, 1997].

El analisis conjunto de los espectros de RMN y masas (Espectros 13-14 y Cuadro 16),

permitid establecer la presencia de un anillo aromatico monosustituido, una cadena alquilica lineal,

un anillo pirano y un grupo carbonilo de éster. Las evidencias que permitieron identificar estos

fragmentos estructurales se indican a continuacion:

El anillo aromatico monosustituido se evidencio al igual que el compuesto 27 por la
presencia de un sistema AB2C; en el espectro de RMN-1H (Cuadro 16) y por la presencia
de un fragmento con relacion m/z de 91 uma en el espectro de masas. Como ya se indico
este pico es diagnostico de alquil fenilos (Silverstein, 1997).

La funcién éster quedo plenamente identificada no solo a través de los espectros de RMN
(OW/dc 3.6/51.5 y 5¢172.0 ) sino también por la pérdida de un fragmento con una relacién
m/z de 59 uma en el espectro de masas.

La ausencia de sefal alguna para una doble ligadura aunado a que los elementos antes
descritos satisfacen cinco de las seis insaturaciones esperadas, indicaron que la
insaturacién restante debia corresponder a un anillo. Asi, el fragmento con una ni/z de 157
uma {pico base), en conjunto con la presencia de un sistema ABX en 84 2.36 (H-2a), 2.51
(H-2b), 3.7 (H-2') y un grupo metino base de oxigeno (81/dc 3.2 / 78.0) en los espectros de
RMN permiten proponer la existencia del fragmento estructural que se indica como
estructura parcial A, la cual incluye un anillo pirano, satisfaciendo de esta forma el nitmero

de insaturaciones requeridas por la formula molecutar.

H,Ej\/coocm
0

Estructura parcial A

cad AL

| FALLA .
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iv.  La ausencia de metilo terminal en la molécula, permite inferir que el fragmento A esta
localizado al final de la cadena alquilica. La presencia de esta cadena se encuentra
indicada por las absorciones observadas en Su/dc 1.0-1.8/23.4-31.5y 2.6/36.

v.  El andlisis detallado del espectro HMBC (Espectro 15) permitio establecer los cuadros de
conectividad indicados en la Figura 16, los cuales son consistentes con la presencia de un
anillo pirano pues se observan las correlaciones C-2' (5¢ 74.49) / dn 3.2 (H-6'), 2.36 (H-
2a), 2.51 (H-2b), 1.0-1.8 (H-4' y H-3'); C-6' (8¢ 78.0) / &4 1.0-1.8 (H-5', H-4' y H-3'); C-1
(5S¢ 172) / 84 OCHj; (3.8) y C-1™ (8¢ 142) / Sn H-10" (2.8). Por ultimo, el analisis del
espectro NOESY (Espectros 16 y 17) permitid establecer una conformacion cis de los

protones H-2'y H-6' del anillo pirano.

Figura 16. Correlaciones mas relevantes del espectro HMBC del compuesto metil[6-(10-
fenildecail)tetrahidro-piran-2-ifJacetato (28).

De acuerdo con las evidencias presentadas, el nuevo producto natural se identifico como
el metil[6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-il|acetato (28). E! patron de fragmentacion observado en
el espectro de masas es congruente con la propuesta presentada pues el fragmento en m/z 157
uma constituye el pico base y se genera a través de una ruptura en la posicién C-6', ¢ al oxigeno ;
ademas. el fragmenlto con relacion m/z 91 uma constituye un pico abundante pues es generado
mediante una ruptura bencilica con la posterior formacion del grupo tropilio y una pérdida de 283

unidades de masa a partir del ion molecular (Silverstein, 1997).
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En la Figura 17 se muestra el patron de fragmentacion del compuesto 28, Los espectros

de RMN y masas, se encuentran en el apéndice.

m/z 374

M* 283

@ M* "
m/z 9N

+ \ /

(0] OCHj Mt.53o

mlz 157

Og
O=0 +

miz 125

0O=0

Figura 17. Patron de fragmentacion del compuesto metil[6-(10-fenildecail)tetfahidro-'pirajn-2-
illacetato (28). '

4.2.4 Caracterizacion de los compuestos 2-oxo-14-(3',4'-metilendioxifenil)-3-tetradeceno
(29} y 2-0x0-16-(3',4'-metilendioxifenil)-3-hexadeceno (30).

Los productos naturales 29 y 30 se obtuvieron como aceites incoloros. Su formula
molecular se establecid por espectrometria de masas como C21H3003 y C23H3403. Asi, los iones
moleculares de los compuestos difieren entre si por 28 uma. Cada una de las formulas minimas
establecidas permite un indice de deficiencia de hidrégenos de siete.

Los espectros en el IR, presentan bandas de absorcion asociadas con la presencia de una
cadena alquilica (~2913, 1474, 1442 y 714 cm''), aromaticidad (~1489, 1491, 914 y 798 cm'!) y de
un grupo carbonilo de cetona (~1645 cm-1). El espectro en el UV contiene bandas de absorcion

congruentes con una sustancia aromatica (2. ~ 220 y 285 nm) [Silverstein, 1997].

TESI ~oa ] “°
LFALLG 1o il

iy ;

h )




Resultados y Discusion

Las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos 29 y 30 se

resumen en el Cuadro 17,

Cuadro 17. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos 2-
oxo-14-(3',4’-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y 2-ox0-16-(3’,4’-metilendioxifenil)-3-

hexadeceno (30).

Férmula molecular

Peso molecular

IR Vmax (pelicula) cm -

EMIE m/z (Int. Rel.)
(metabolito 29)
[ Espectro 18}

EMIE m/z (Int. Rel.)
(metabolito 30)
[ Espectro 19]

RMN - H
(metabolitos 29 y 30)
[ Figuras 18 y 19]

C21H3003 y C23H3403
330y 358

~2013, 1474, 1442, 1645, 1491, 1489, 1453 1359, 1251,
1167, 978,914 y 798.

330(91), 272(2.0), 189(1.8), 136(53) 135[M (100)], 105(3 3)
97(17.1) y 77(12.0).

368(89), 343(1.8), 288(1.8), 175(1.2), 36(22), 135M100)].
96(8.1) y 77(3.0).

~54 6.61 (ddt, J= 8.1,1.8,0.6 Hz, H-6), 6.67 (dd, J = 1.8,0.3
Hz, H-21),6.72 (da, J = 8.1 Hz, H-5'), ~1 6.82 (dt, J = 15.6,
6.9 Hz, H4), 6.0(dt, J = 15.6, 1.8 Hz, H-3), ~8u 2.6 (ta, J= 7.5
Hz), 81 7.1-7.3 (H-2, H-6'y H-13 6 H-15, respectivamente),
~51 2.2 (s, H-1), Su 147 (q, J = 7.2 Hz, H-B), ~n 1.6-1.2
(H-7 — H-11 y H-13— H-15).

Los espectros de RMN de los productos 29 y 30 fueron similares a los de los metabolitos

22,23y 25-27. Aligual que los productos 22, 23, 25 y 26 los espectros de los productos indicaron

la presencia de un anillo aromético trisustituido por un grupo metilendioxi y una cadena alquilica

lineal. Por ofro lado, al igual que el producto 27 estos compuestos presentaron una metii cetona

conjugada. Las caracteristicas mas relevantes de los espectros de RMN se resumen a

continuacion:
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1. Las sefales en ~&n 6.61 (ddt, J= 8.1, 1.8, 0.6 Hz, H-6"), 6.67 {(dd, J= 1.8, 0.3 Hz, H-2") y
6.72 (da, J= 8.1 Hz, H-5) conforman un sistema ABC caracteristico de un anilio aromatico
trisustituido. Todas las sefales del sistema ABC correlacionan entre si en el espectro
COSY (Espectros 20 y 21).

2. Enel ~546.82 (dt. J=15.6, 6.9 Hz, H4) y 6.0 (dt, J = 15.6, 1.8 Hz, H-3) se aprecian dos
sefales asignables a una doble ligadura trans disustituida y conjugada. Las sefiales antes
mencionadas correlacionan entre si en el espectro COSY.

3. Lasenal de ~dn 2.6 (ta, J= 7.5 Hz) es asignable a los protones del metileno bencilico que
correlaciona en el espectro COSY con las sefiales en el intervalo 847.1-7.3 (H-2', H-6'y
H-13 6 H-15 respectivamente).

4. En ~8n 2.2 se aprecia la sefial del grupo metilo de una metil cetona.

5. En -~dn 2.2 se observa una sefal para dos protones asignables a los protones vecinales
de la doble ligadura. Estos protones correlacionan en el espectro COSY con las sefales
en dx 1.47 (H-6), 6.8 (H-4) y 6.0 (H-3).

6. En &n 147 (q, J = 7.2 Hz, H-6), se aprecian las sefales de otro grupo metileno, su
correlacion se observa en el espectro COSY en la absorcion ~8u 2.2 (H-5) y 1.6 (H-7).

7. Enelrango ~3n 1.6-1.2 se observan las sefiales tipicas de los metilenos restantes de la
cadena alquilica (H-7 — H-12, H-13 y H-7 —H-12, H-13—H-15, respectivamente).

El patron de fragmentacion observados en los espectros de masas resulto idéntico al de!
producto 25. Con base en las evidencias descritas, los nuevos productos naturales se identificaron
como: 2-0x0-14-(3',4'-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y 2-0xo-16-(3',4"-metilendioxifenil)-
3-hexadeceno (30).
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Flgura 18. Espectro de RMN-H del compuesto 2.0x0-14-(3',4'-metilendioxifenil)-3-
tetradeceno (29)
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Figura 19. Espectro de RMN-'H del compuesto 2-oxo-16-(3',4'-metilendioxifenil)-3-
hexadeceno (30).
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4.3 Actividad antimicobacteriana de los huévbs productds naturaleé aislados de las hojas de
P. sanctum.

El potencial antifimico de los productos 22, 23, 25 y 26 se determind mediante la
evaluacion de la inhibicion del crecimiento de M. tuberculosis empleando el método fluorimeétrico
de azul de alamar descrito previamente por Franzblau y colaboradores (Collins y Franzblau. 1997).

Los resultados se expresan en términos de la concentracion minima inhibitoria (CM!) del
crecimiento de M. tuberculosis y se muestran en el Cuadro 18. El criterio para determinar la
actividad considera como un compuesto activo a aquel que presente una CMI < 128 ng/MI
(Cantrell et al., 1998). Como se desprende de los resultados indicados en el Cuadro 18, los

productos 22, 23, 25 y 26 presentan una actividad antifimica significativa.

Cuadro 18. Actividad antimicobacteriana de los compuestos aislados de las hojas de

P. sanctum.
Compuesto Acividad antimicobacteriana (ug/mL)
Rifampina* 3.0x107
2-0x0-12-(3',4"-metilendioxifenil)-dodecano (22) 2.0x10%
2-0x0-14-(3',4'-metilendioxifenil)-tetradecano (23) 1.8x105
2-0x0-16-(3'.4"-metilendioxifenil)-hexadecano (25) 1.7x105
2-0x0-18-(3'.4'-metilendioxifenil)-octadecano (26) 1.5x105

““Control positivo

Considerando que los productos aislados son novedosos no existe ningun reporte
relacionado con su actividad antimicobacteriana, de tal manera que los resultados biologicos
descritos en este trabajo son inéditos . Los productos 24, 27-30 se encuentran en proceso de
evaluacion biologica en el Instituto de Investigaciones sobre Tuberculosis de la Universidad de

llinois, en Chicago.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. Los resultados de la presente investigacion corroboran que la preseleccion de especies
vegetales de acuerdo con el criterio etnomédico garantiza la obtencion de productos

bioactivos.

2. El estudio biodirigido del extracto activo de las hojas de P. sanctum condujo al aislamiento
de ocho metabolitos secundarios novedosos identificados como 2-oxo-12-(3',.4'-
metilendioxifenil)-dodecano (22), 2-oxo-14-(3'4'-metilendioxifenil)-tetradecano (23), 2-oxo-
16-(3',4"-metilendioxifenil)-hexadecano (25), el 2-oxo-18-(3',4'-metilendioxifenil)-octadecano
(26), 2-oxo-16-fenil-3-hexadeceno (27), metil{6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-iljacetato
(28), 2-oxo-14-(3'4'-metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29) y 2-oxo-16-(3'.4’-metilendioxifenil)-

3-hexadeceno (30).

3. Los resultados biologicos indicaron que los compuestos 22, 23, 25 y 26 aislados inhibieron
de manera notable el crecimiento de M. tuberculosis. Los productos presentaron una CMi
de ~ 1.7x105 pg/mbL por lo que constituyen candidatos adecuados para el desarrollo de

farmacos antifimicos de origen vegetal.

4. Este estudio quimico constituye el primero que se realiza sobre las hojas de P. sanctum. Los

resultados indican que el perfil metabélico de las partes‘vege'tabs es distinto.
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Espectro 2, Espectro de RMN modalidad HETCOR del 2-oxo-16(3',4'metilendioxifenil)-
) hexadecano (25).

59




Apéndice de espectros

100 - 304

soq - 138

80+

n ; 140 89
8570 997105 49 #5111 204 218 2 |
AL, I.' A ',l N L 4

100 200 00 400

miz

) Espectro‘s. Espectro de masas modalidad IE del compuesto 2-0x0-12-(3',4'-
metilendioxifenil)-dodecano (22).
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Espectro 4. Espectro de RMN-'H del 2-0x0-12(3',4'metilendioxifenil)-dodecano (22).
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Espectro 5, Espectro de RMN-13C del 2-0x0-12(3',4'metilendioxifenil)-dodecano (22).
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Espectro 6. Espectro de masas modalidad |E del compuesto 2-0x0-14-(3',4’-metilendioxifenil)-
. tetradecano (23).
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Espectro 7. Espectro RMN-'H del compuesto 2-0x0-14-(3',4'-metilendioxifenil)-tetradecano
(23).
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Espectro 8. Espectro RMN-13C del compuesto 2-oxo-14-(3',4'-metilendioxifenil)-tetradecano
(23).
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Espectro 9, Espectro de masas modalidad IE del compuesto 2-ox0-18-(3',4’-metilendioxifenil)-
octadecano (26).
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Espectro 10. Espectro RMN-*H del compuesto 2-oxo0-18-(3',4'-metilendioxifenil)-octadecano
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Espectro 11, Espectro RMN-13C del compuesto 2-0x0-18-(3',4'-metilendioxifenil)-octadecano
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Espectro 12. Espectro de masas modalidad IE del compuesto metil[6-(10-

fenildecail}tetrahidro-piran-2-ilJacetato (28).
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Espectro 13. Espectro de RMN-'H del compuesto metil[6-(10-fenildecail)tetrahidro-

piran-2-ilJacetato (28).
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-13C del compuesto metil[6-(10-fenildecail)tetrahidro-
piran-2-ilJacetato (28).
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Espectro 15, Correlaciones mas relevantes en el espectro HMBC del compuesto
metil[6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-il)acetato (28).

66




Apéndice de espectros

OCHg HAH.g"
H3-Hs'
H2" - H.g™
o HA0" H2
U i Wl S .
D¢ .
—t ] 3 o @)
( 4 e O © @l/-$
¢ 2] (oo
N ot
= - = - w
= ] v & -
H 3-]
{ b o ==
‘: ] [ ™y o ow
: 44
i ]
6
: 71 -
= 10 °
' T T LRSS B L B B S e | L T g T
7 6 5 4 2 1

Espectro 16. Espectro de RMN modalidad NOESY de! compuesto metil[6-(10-
fenildecail)tetrahidro-piran-2-iljacetato (28).
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Espectro 17. Expansion del espectro de RMN modalidad NOESY del compuesto
metil[6-(10-fenildecail)tetrahidro-piran-2-iljacetato (28).
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Espectro 18. Espectro de' masas modalidad IE del chmpues‘to 2-0x0-14-(3'4'-
metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29),
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Espectro 19. Espectro de masas modalidad IE del compuesto 2-0x0-16-(3',4'-
metilendioxifenil)-3-hexadeceno (30).
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Espectro 20, Espectro de RMN modalidad COSY del compuesto 2-oxo0-14-(3',4'-

metilendioxifenil)-3-tetradeceno (29).
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Espectro 21. Espectro de RMN modalidad COSY del compuesto 2-0x0-16-(3',4'-
metilendioxifenil)-3--hexadeceno (30).
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