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"~ RESUMEN.

Como parte del proyecto de investigacién “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity
of Latin America” las especies vegetales Piper sanctum (Miq.) Schl. (Piperaccac) y Flourensia
cernua D.C. (Asteraceae) se seleccionaron para su estudio fitoquimico biodirigido como
fuentes potenciales de compuestos antifimicos y fitotéxicos, respectivamente.

El estudio quimico biodirigido del extracto orgdnico de los tallos de P. sanctum y
mediante la evaluacién de su actividad antifimica a través de un ensayo de tipo fluorimétrico
(MABA) permiti6 el aislamicnto y la caracterizacién de diez metabolitos secundarios: tres
alcaloides uno de tipo aporfina [cefaradiona A (1)] y-dos fenantrolactamas {cefaranona B (71) y
piperolactama A (72)], dos estiril - a-pxronas [5,6- deshxdro 7,8-dihidrometisticina (6) y
desmetoxiyangonina (70)], una cmamodbutenéhda [Z-plperéhda (10)], dos fenilpropanoides

[cugenol (68) y éter metilico del eugenol (69)] y dos anudas [N-tras-feruloxltlramma (73) y N- p-

cumaroiltiramina (74)]. Todos los - compuestos alslados cxccptuando Ios femlpropanoxdcs

resultaron activos y constituyen prototlpos estructurales par ] sarrollo c nucvos agentes
antifimicos. ' :

Por otra parte, el estudio quimico blodmgldo del’ extracto orgémco dcivlas hOjaS de F

cernua, mediante la evaluacién de su potencial fitotéxico dc tlpo prcemcrgcntc sobre el
crecimiento radicular de las arvenses Amaranthus hypochondrmcus y Echmochloa crus-gallz y
de tipo posemergente sobre las malezas Arabidopsis y “bentgrass” pennnt;é el aislamicnto 'y
caracterizacién de dos sesquiterpenoides [4cido deshidroflourénsico (80) y flourensadiol (23)] y
un compuesto aromético derivado del dcido benzdico [orselinato de metilo (75)] como Unicos
principios fitotéxicos. De manera adicional se aislaron cuatto compuestos de ‘tipo flavonoide
[3,7-éter dimetilico de la quercetina (76), paquipodol (78), kUmatakeniha (15) y ermanina (79)]
y un derivado del 4cido cindmico [p- hidroxicinamato de heneicosanilo (77)].
Todos los productos aislados en este estudio se caracterizaron mediante la aplicacion de

técnicas espectroscépicas y espectrométricas convencionales.
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ABSTRACT.

As a part of the proyect “Bioactive Agents froni Dryland Biodiversity of Latixi Amefiéa”

Piper sanctum (Miq.) Schl. (Piperaceae) and I‘Iourensm cernua D.C. (Asteraceae) were in

order to lisolate the antimycobacterial and phytotoxxc compounds, respcctlvcly

Bnoactlvxty-dlrcctcd fractionation of the active. CH,CL-MeOH (1: l) ektract prepared

from the stems of P.sanctum on the basis of its 1mportant antlmlcrobxal' agamst
Mpycobacterium tuberculosis, led to the isolation of three alkaloids, namcly ccphara 1one A (l),'
cepharanone B (71) and piperolactam A (72), two styryl a-pyroncs [5 6 dehydro 7,8~
dihydromethysticin (6) and desmethoxyyangonin (70)], a cmnamyhdcnbutcnohde [Z-plperohde
(10)], two phenylpropanoids [cugenol (68) and eugenol methyl ether (69) ] and two mmdeg [N-”
trans-feruloyltyramine (73) and N-p-coumaroyltyramine (74)]. Compounds 1, 6, 10, 71; 72,73
and 74 werc identificd as the main antimicobacterial principles of the extract. T

F.cernua (acrial parts) was extracted with CH2Cl,-MeOH (1:1). The resulting cxtfa(:t
inhibited radicle growth of Amaranthus hypochondriacus and Echinochloa crus-galli seeds and
was phytotoxic to Arabidopsis and bentgrass. Bioactivity-directed fractionation of the active
extract led to the isolation of three phytotoxic compounds, namely, dehydroflourensic acid (80),
flourensadiol (23) and methyl orsenillate (75). In addition, four flavonoids [quercetin 3,7-
dimethy! cther (76), paquipodo! (78), kumatakenin (15) and ermanin (79)], and a known
cinamic acid derivative (77) were obtained. Compound 80 is a new natural product.

In general, the isolated compounds were identified by spectral methods, including MS

and NMR measurements.
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Antecedentes.

I. ANTECEDENTES.

1.1 Generalidades sobre la tuberculosis.

mfe cxosas mzis ‘estudiada y conoc:da desde -

La tuberculosis es una de las enf

ante de mortalxdad y enfermedad prolongada,

hace siglos, pues no sélo ha sido una causa 1m '
sino que también cobra unportancm ' ffcctar prmclpalmeme a la poblacién joven.
El agente causal de la tuberculos ycobactermm tuberculoszs, pertenecc a la familia
Mycobacteriaceae, y es una bacterih posmva, en forma de bacilo delgado, recto o
liperamente curvo y con extrcmos redondea dos que mlde enlre 02a 0.5 pm de ancho y 1 a4

um de longitud. La bacteria no forma csporas y carecc de cépsula sin embargo, su pared cclulnr

posec la particularidad de cstar consutulda por multlplcs capas de 4cido micélico y llpldos muy
complcjos, lo que le conﬁere un alto grado de remstencla ‘bajo condiciones amblcntalcs adversas
(Joklik et al., 1983). ’

Se cstima que ‘anualmente dc 8 a 10 millones de individuos son victimas de la
tuberculosis y alrcdeddr de 3 millones mueren a causa de ella (Raviglione et al., 1995). Por otra
parte, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) determiné que la prevalencia global de la
tuberculosis en el afio de 1997 fue de 1.86 billones de personas infectadas, principalmente en
Africa, Asia y Europa (Dye et al., 1999), y calcula que cerca de 30 millones de personas
adquirirdn la enfermedad en un futuro cercano (Niceolai ef al., 1997; Rango er al., 2000).

La tuberculosis es una enfermedad generalmente crénica tanto del hombre como de
muchas especics animales, caracterizada por causar lesiones granulomatosas de evolucion lenta
que provocan la destruccion de los tejidos. La enfermedad adopta formas muy diferentes segin
el 6rgano infectado y la intensidad de la infeccion (tuberculosis articular, laringea, miliar,
meningea, hepitica, prostatica, etc.), no obstante la forma mas comun es la pulmonar por lo que
se suele creer que la micobacteria s6lo se localiza en el aparato resplratorlo

Las consecuencias de la ingestion o inhalacién del bacilo tubcrculoso dependcn de su
virulencia y de la resistencia del hospedcro a la infeccién. La lesién primaria o primoinfeccion

que aparece después de la inhalacion, se observa como un pequefio granuloma de estructura

vy b

x‘ ! Tr f'(l"!, ‘] ]
i
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Antecedentes,

especial denominado tubéreulo el cual se implanta en cl parénquima pulmonar. Durante la
primoinfeccién se establece un equilibrio-entre los mecanismos de inmunidad del hospedero y la
invasividad de la bacteria, lo que le permite mantenerse viva durante largos periodos que pueden
incluso alcanzar varias décadas. Cuando ¢l equilibrio se rompe, ya sea por reactivacién de la
lesién primaria o a través de reinfeccion tuberculosa, ocurre la reproduccion bacteriana normal
ocasionando nccrosis cascosa, fibrosis y reblandecimiento de los tcjidos involucrados; la
liberacion bacteriana posterior hacia los bronquios produce la formacién de cavidades en el
pulmon y la erosién de los capilares sanguincos. Los bacilos pueden ser difundidos por
diferentes vias: (i) a través de los bronquios a lugares distintos del pulmdn; (ii) a través de gotas
de saliva y expectoraciones hacia otros individuos; (iil) y por esputos ingeridos hacia el tubo
digestivo y ganglios mesentéricos (Davis e al., 1978; Stanier et al., 1996). La sin;omatolbgia
del tuberculoso se caracteriza principalmente por ficbre, pérdida de: peso, astcni;l, hi:mép@isis c
inspiracion ruidosa. ’ A ‘

Los agentes quimiotc.rapéutic,o‘é de mayor uso para el t;aténﬁcnto de esta enfermedad
incluyen compucstos dc'origc’n'sintéﬁco, natural y scmisihtético, con-una gran diversidad
estructural, Asi mismo,loshxecanismos a través dc los cualés e‘st’os agentes ejercen su accion
también son muy variados. Dentro de los farmacos de origen sintético se¢ encuentran: (i) la
isoniazida y el etambutol, los cuales actian inhibiendo la sintesis ¢ incorporacién del acido
micdlico en la pared celular microbiana; (ii) la crofazimina, un inhibidor de la replicacién de
ADN; (iii) la pirazinamida y la etionamida cuyos mecanismos de accién son desconocidos; (iv)
por ultimo, cabe mencionar algunas quinolonas como la ciprofloxacina, la ofloxacina, la
flcroxacina y la esparfloxacina las cuales ejercen su accién mediante la inhibicién de la enzima
ADN-girasa durante la duplicacién de ADN.

Entre los productos naturales se encucntran los - antibidticos aminoglicésidos
estreptomicina y kanamicina producidos por los actinomicetos Streptomyces griseus y S.
kanamyceticus, respectivamente; ambos productos inhiben la. sintesisi de proteinas. Otros
fairmacos naturales importantes son la cicloserina y la capreomicina aislados de las
actinobacterias Streptococcus orchidaceus 'y S."capreolus. Estos dos productos inhiben la

sintesis de la pared celular (Goodman et'al., 1996);
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En la categorfa de farmacos semisintéticos figuran dos derivados de las rifamicinas, la
rifampicina‘y la rifabutina, los cuales bloquean la replicacién del ADN bacteriano a través de la -~
inhibicién de la enzima ARN-polimerasa; algunos macrélidos derivados de las eritromicinas,
claritromicina y azitromicina, y el aminoglucésido amikacina desarrollado a partir de -la
kanamicina; todos estos productos ejercen su efecto por inhibicién de la sintesis de proteinas.

La quimioterapia del tuberculoso representa un alto riesgo para su salud, ya que los -
farmacos son empleados e¢n combinaciones de tres a seis medicamentos durante pcrlodos
prolongados con el objetivo de lograr una mayor eﬁcacm Esta terapia de combinacién aumenta

considerablemente la toxicidad-y el rxcsgo de efcctos colateralcs indeseables, Asf mismo, en la

ara; contrarrestar la tuberculosis, la terapéutica

actualidad a pesar de los esfuerzos reahza S
para el tratamiento de mfeccxb’ ! ausadas por mlcobacterms es insuficiente, debido al

desarrollo de resistencia’ nucrobana a los prmcnpa]es farmacos antlf'mucos tales como la

isoniazida, la nfamplcma Y lalestreptomlcma (Cohn et al., 1997). De mancra adicional, este

problema sanitario se ha: exacerbado por la pandemia dcl sfndrome dc mmunodeﬁcxencna‘
adquirida (SIDA) el cual; ha provocado un incremento extraordmano, cn.la»{ frequencm de
infecciones micobacterianas (Goodman ef al., 1996; Timmermann ef al., 1999; Rango et al.,
2000).

1.2 Breves consideraciones sobre la biisqueda dc nuevos agentes herbicidas.

Un tépico de gran interés en la actualidad en el campo de los productos naturales
biodindmicos, es el desarrollo de nuevos agentes herbicidas que permitan la proteccién y
garanticen la produccién de los principales cultivos agricolas de importancia econémica a nivel
mundial. Las malezas y plantas arvenses nocivas afectan severamente a estos cultivos ya que
crecen conjuntamente compitiendo por los nutrientes y el agua del subsuelo. Su Vc‘recix:nje‘nto, E
ademas de causar grandes pérdidas cconémicas a la agricultura, daifia: Carreicraé, obstruyc
canales de riego y promueve la extincién de algunas especies vegetales al masificarse en amplias

extensiones de terreno. De manera adicional, estas plantas son portadoras de bacterias y hongos
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patégenos que afectan a las plantas agricolas, pucden ejercer cfectos fitotoxicos sobre las
mismas y ademds, debido a su toxicidadbéésionan problemas de salud en humanos y animales’
(Hoagland, 1990; Cramer, 2000). - N

Actualmente, existc un nL’lmeiroL:'cc)‘%r)isﬁidic'ra:blc de agentes herbicidas tanto de origen
natural como de origen sintético. Lds hérbi;idés sintéticos son los mis emplcados y entre ellos
destacan los siguientes: T o R o
(i) Compuestos clorados como los . 4cidos = 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2,4,5-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T). Ambos productos s¢ emplean para el control de hierbas de hoja
ancha en campos de cultivo y plantas lefiosas en carreteras.
(ii) Dinitrofenoles sustituidos como el dinitroortocresol.
(iii) Algunas sales cuaternarias de amonio como el paracuat. Este ultimo compuesto y cl2,4-D

son sumamente tdxicos para humanos y animales.

(iv) Otros herbicidas ampliamente utilizados; mcluyen a los carbamatos (profam barbam), las
ureas sustituidas (monourén y diurndn), las trlazmas (atrazma), las amlmas (alacl .
propanil), las dinitroanilinas (triflualin) y los denvados del 4cido bcnzonco (anubén) Bemdt y
Koschier, 1973; Bus et al., 1983]. o o

El uso racional de muchos de los productos arriba indicados ha evitado grandes pérdidas
agricolas. Sin embargo, el uso excesivo e indiscriminado de estos agentes ha ocasionado severos
dafios al ecosistema, contaminando suelos, aire y agua debido a la elevada persistencia y la lenta
biodegradacién que presentan. De la misma manera, muchos de los herbicidas de uso actual son
téxicos para la salud del hombre y los animales, son poco especificos y han provocado la
aparicién de numerosas especies resistentes. Ademds, muchos presentan impurezas con
toxicidad y persistencia mayor que las propias sustancias activas (Landrigan er al., 1983;
Cremlyn, 1991; Richardson, 1998). |

Con la finalidad de minimizar los efectos negativos ocasionados por el uso de los
herbicidas sintéticos, se han propuesto otras est(ategias alternas para la pr_otéccién de los
cultivos agricolas, entre las mds importantes figuran: cl "c"mpled de bioherbicidas, la rotacién de
cultivos, la eliminacién manual o mecanica: de: malczasy plantas-arvenses, . la” manipulacién
genética y la utilizacion de compuestos ﬁtoléxicos‘a/ltc'mds (Rodgers, 1993; Duke y Abbas,
1995; Uri, 1998; Cramer, 2000). ‘
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Con el prop6sito de descubrir compuestos fitotdxicos alternos, durante los tltimos afios
s¢ ha-intensificado la investigacién de los productos naturales de-origen- vegetal-como- una
fuycntc potencial de nuevos agentes herbicidas. Estudios recientes han permitido la identificacion
de diversos compuestos de origen vegetal de gran interés debido a sus propiedades fitotéxicas,
entre los cuales destacan: (i) los monoterpenos 1,8-cineol, alcanfor y pulegona; (ii) el 4cido p-
hidroxibenzdico; (iii) la tricolorina A; (iv) la sorgolenona; (v) y la juglona (Worsham, 1989;
Gerig y Blum, 1991; Pereda-Miranda et al., 1993; Streibig et al., 1999). Cabe mencionar, que
algunos de “estos productos han representado prototipos estructurales para el disefio- de
derivados mis potentes. Asf ‘Ios herbicidas cinmetilo, dicamba y picloram fueron disefiados-a
partir. del I,Srbinébl y el écido p-hidroxibenzoico, respectivamente (Duke y Abbas, 1995;
Grossmlahh,“2>0'0b).

1.3 Anteccdcntes botanicos y etnobotdnicos del género Piper.

El género Piper pertenece a la familia Piperaceae y comprende alrededpr de 700
especies las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en las 'régibnes tropiéaies y
subtropicales del mundo. De estas, P. nigrum es muy popular como condimento debido a que a
partir de sus frutos se obtiene la pimienta (Parmar et al., 1997), en tanto que la raiz de P.
methysticum se emplea en las islas del Pacifico Sur para la preparacién de una bebida
estimulante de gran importancia social y ceremonial denominada kava o yagona (Klohs et al.,
1959; Smith, 1983). Cabe destacar también el uso de algunas especies como plantas
ornamentales. De la misma manera otras especies de este género son ampliamente valoradas en
la medicina tradicional o folklérica de diversas regiones del mundo debido a sus propiedades
medicinales. En el Cuadro 1 se resumen los usos populares medicinales de algunas de estas
especies y la parte de la planta empleada.

En general estas especies son plantas herbaceas o lefiosas, arbustos y ocasionalmente
arboles, con hojas alternas, opuestas o verticiladas; las flores son unisexuales dispuestas en
espigas o amentos delgados y presentan fruto con semilla y perispermo amildceo (Fernandez y
Dominguez, 1985).
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Cuadro:1. Usos populares y propiedades terapéuticas‘d#yl, género Piper.

PARTE DE LA PLANTA

. REFERENCIA

ESPECIE - “:USOPOPULAR" -
EMPLEADA R L
P. aducum Ramas y hojas En cuadros diarréicos, astringente, - diurético, Argueta et al., 1994.
P. hispidum insecticida y repelente. SR Mirquez et al., 1999.
P. amalago En dolores de pecho, térax o de. cabeza, fiebre y| Dominguez y Alcorn, 1985.

P. psilorhachis
P. schiedeanum

Hojas (infusion o decoccion)

lavativas de la matriz posparto. Para el tratamiento de
granos en la piel, hemorragia nasal e infecciones.
Antiinflamatorio.

Argueta et al., 1994.
Zolla, 1994,

P. auritum

Hojas, tallos y flores

Como oxitécico y galactégeno; para lavativas de la
matriz posparto,  diarrea, bronquitis, tos, asma,

Argueta ef al., 1994,

P. umbellatum (infusidn, jugo, elixir) laringitis, reumatismo,  dolores  musculares,
quemaduras y picaduras venenosas. ~
P. sylvaticum Raiz Como antidoto para picadura de serpiente, anticrotilico Argueta etal., 1994.

P. dilatatum

y contra la gangrena.

Parmar et al., 1997.

P. chaba En el tratamiento de asma, bronquitis, dolor abdominal,| Matsui y Munakata, 1975.
P. fotokadsura | Raiz, tallos, hojas y frutos | afecciones hemorroidales y condiciones artriticas. Parmar et al., 1997.
P. guineense ‘

P. brachystachyum

Jacobson y Crosby, 1971.

P. falconeri Hojas y-tallos Insecticida. Parmar et al., 1993.

P. acustileginum
P. scabrum 3 Para el empacho, hemorragia nasal, como carminativo| Ruangrungsi ef al., 1992.
P. oblicuum Hojas, tallos y frutos y estimulante. Zolla, 1994.

P. ribesoides

SoIBPIAIUY
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Las especics del género Pipef se localizan principalmente en Asia [lndonesia; 1‘ai§van,
India y China], Oceania [en-las"islas de-Polinesia y Fiji], al oeste dc‘Af’ricaw[Ghana]' yen=
Latinoamérica desde México hasta - Brasil, principalmente en Guatemala, Nicarzigua San

Salvador, Jamaica'y Bellce ;T(Klohs et al., '1959; Smith, 1983; Dommgucz y. Alcorn 1985;

Argucta ef al., 1994 Parmar eylval 1997 Morelra et al 2000) R

1.4 Antcccdcn botémcosyctnobotémcosde Iaespcclc Piper sanctum (Mlq)

Schl

La especic Piper sanctum (Miq.) S'ch‘lr'v (Pipcraccac) es un: zirbuﬁio *que midc,
aproxlmadamentc de 1.5 a 5§ m de altura, aunquc tamblén sc dcscnbc como una: hxcrba dc 10 a
50 ¢cm de alto. Se desarrolla en climas célido, semicalido y-templado cntrc 740 y 2600 m sobre-
cl nivel del mar. Habita en terrenos de cultivo abandonados o,asoclado a,bosq»uc ,troplcalf
perenifolio, matorral xeréfilo y bosque meséfilo de montafia. Sus liojaé son grandes;altéfnas‘ y:
pecioladas, tienen forma acorazonada, miden de 20 a 25 cm de largo por 18 cm de anc’l’io;"s‘on‘*
aromaticas, de sabor dulce y picante; sus tallos son lisos, sin espinas o péloé y sus’;ra:hms
fragiles. Florece en los meses de septiembre y octubre; las inﬂorc’Scéﬁdias" sé prcsentancn
espigas cilindricas muy densas semejantes a un cordén o cola de rat()n dc color blanco a amarillo
claro; sus frutos son carnosos y contienen una semilla, Flgum 1 (Argueta et aI 1994, Zolla,
1994; Marquez ¢t al., 1999).

P. sanctum es particularmente abundante en Guatemala y en la Republica Mexicana en
los estados de Sonora, San Luis Potosi, Veracruz, Puebla, Morelos, Michoacén, Guerrero,
Oaxaca, Chiapas y Yucatan (Figura 2) (Martinez, 1979; Argueta ef al., 1994; Zolla, 1994; ;
Marquez ef al., 1999). Se conoce popularmente con los nombres de hierba santa, hoja santa,
santa maria, hoja dc ajin, hoja de anis, acuyo, cojolite, cordoncillo, palo de mnatc, tlanipa,

momo y tiya, entre otros (Martinez, 1979; Zolla, 1994).

SR
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Figura 2. Distribucién geogréfica de la especie Piper sanctium en la Republica Mexicana y Guatemala.
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Las diferentes partes vegetales de P. sanctum se emplean en las précticas médicas
populares-de-México para el tratamiento de diversos padecimientos. Destacan sus usos como -
agente antihelmintico, anticrotdlico, estimulante, estomaquico, antipalidico, antiblenorragico,
emenagogo, cupéptico, antipirético y antidiarréico. También, se ha descrito el empleo de la
plama entera para cl tratamicnto de la bronquitis, la laringitis aguda, ¢l insomnio, enfermedades
‘nerviosas, disnea, tumoracién de mama, enfermedades dcl rmén y asma (Martinez, 1979;
Argucta et-al., 1994; Mérquez et al., 1999). En el Cuadro 2 sc presentan cjemplos de algunas

preparaciones medicinales elaboradas a partir de la planta y SUS usos.

1.4.1 Antecedentes quimicos de Ia cspcclel’lper Sé(tbtut;t;

Los. dlversos estudnos‘qulmlcos ‘reahzados sobre la rafz y el tallo de la especic P.

sanctum han permmd el
se mucstran cn elC

alcaloides, fcmlpropan dés, Stero

1.5 Antecedentes bbtéiﬁiébs yctnobotahl os de género -Flai(reli;fia.

El género Flourensia de la familia Asteraceae, tribu Heliantheae, subtribu Ecliptinae,
incluyc 15 especics, las cuales se localizan principalmente en regiones dridas del continente
americano tales como el norte y centro de la Repiiblica Mexicana, ¢l surocste de Estados
Unidos y Suramérica [en Bolivia, Pert, Argentina, Ecuador y Chile] (Rao et al., 1970;
Rzedowski, 1983; Bohlmann er al., 1984; Wollenweber y Yatskievych, 1985; Stuppner y
Miiller, 1994; Fredrickson ef al., 1994; Richerson y Boldt., 1995; Priotti et al., 1997; Faini ei
al., 1997). Desde el punto de vista quimiotaxondémico este género, se encuentra estrechamente
relacionado con los géncros Encelia y Helianthella (Heywood et al., 1977; Bohlmann et al.,
1984).

'T‘ﬂ(“;" ‘:fm 10
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“Cuadro 2. Empleo de P. sanctum en la medicina tradicional mexicana (Argueta ef al., 1994; Zolla, 1994).

' PREPARACION

PARTE DE LA USO MEDICINAL LUGAR DONDE SE
PLANTA i EMPLEA
* Dos o tres hojas hervidas en T
IL de agua. Dolor de estomago y cabeza, digestion, “diarrea, ‘tos, asma y Municipio de
* Infusién con media hoja en|gripa (se bebe una taza de la infusién o de'la decoccién:tres | Huehuetldn, San Luis
IL de agua. veces al dia). En el tratamiento de vérices (se administra la Potosi.
HOJAS infusién durante 9 dias en ayunas). L
. |* Hoja,"“soasada”. Urticaria (se restriega la hoja soasada con la parte afectada). Hueyapan de Ocampo,
SRR B Dolores externos en misculos, estémago y huesos (las hojas| Veracruz.
~ | * Hojas machacadas. machacadas con bicarbonato y manteca se aplican de manera
S Rk local). Motozintla, Chiapas.
RAfZ e V e 10 a 20 cm | Dolor de muelas (se muerde Ia raiz con el diente afectado). Hueyapan de Ocarjnpo,
‘ limpio y-lavado. - Veracruz. '
; * Las tres partes se hierven|Para el tratamiento del “CACHAM 0 QUEMADA” (tfaStqmos -
TALLOS, HOJAS |acompafiadas de  hierba | en la matriz posparto). ‘ Eon i
Y FLORES morada, santa maria, hierba |El cocimiento se aplica en baﬂos;:‘ cién | | Estado de Veracruz.

de venado y hierba de

maguey.

nacido y es ingerido como agua de uso. .-

CSONIPIoIIU Y
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios aislados de la especie Piper sanctum.

NOMBRE

l

COMPUESTO

[

REFERENCIA

ALCALOIDES DE TIPO APORFINA

(1) Cefaradiona A

(2) Cefaradiona B

Ry =R,
1) o-CH;-0
(). -OCH,

Hinsel y Leuschke, 1976

“ESTEROIDES

(3). - Sitosterol

Hinsel et al., 1976

FENILPROPANOIDES

(4) Safrol

>

O '4
(T @

Argucta, 1994,

ESTIRIL a - PIRONAS (Kawapironas)

(5) Metisticina

(6) 5,6-Deshidro-7,8-
dihidrometisticina

(7) 5-Metoxi-5,6-
deshidrometisticina

R, Cs-Cq Cy -Cy

(5) 2-H c-C C=C
- (6) H C=C Cc-C
(7) OCH, Cc=C C=C

Langhammier et al.,°1972

Hinsel ef al., 1973 y 1976

Hénsel y Schulz, 1982
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios aislados de la especie Piper sanctum (continuacion).

NOMBRE

l

COMPUESTO

I

REFERENCIA

ESTIRIL a - PIRONAS (Kavapironas)

(8) 5-Hidroxi-6-
metoxikavaina

(9) 5-Acetoxi-6-

OCHj

Hiinsel et al., 1973 y 1976..-

Hinsel y Schulz, 1982

metoxikavaina L
. i : RI
@8 - OH
(9) " OCOCH,
" CINAMOILBUTENOLIDAS (Pipecrélidas)
Hinsel y lﬁ’g&!tcr',i 1971
(10) Piperélida Pelter y Hansel, 1972

(1) Mctilcndioxipipbcréiidar

Ry CH;0

Ry R,

(100 H H
(11) -O-CH,-O-

Bradecsck oral, 1978

Hansel ef al., 1979

CINAMOILBUTENOLIDAS (Piperélidas)

(12) 7,8-Epoxipiperélida

OCH;
(0]

Pelter y Heinsel; 1972

Bradeczek et al., 1978

“(13) Treo-7,8-
dihidroxipiperélida

Hinsel y Schulz, 1982
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Los individuos de este género, por lo general son arbustos de 1 a 3 m de altura,
perennes, de hojas ovales a lanceoladas, alternas y opuestas bajo la basc; con cabezuclas grandes
generalmente solitarias o asociadas en pequefios grupos con flores compuestas (Heywood et al.,
1977; Wollenweber y Yatskievych, 1985; Mauchamp y Jancau, 1993; Stuppner y Miiller, 1994;
Fredrickson et al., 1994). Generalmente estos arbustos sec emplean para el pastoreo de ganado,
ovejas y cabras, como agentes insecticidas y en la industria de la resina (Estell ef al., 1994; Faini
et al., 1997). Asi mismo, algunas especies del género son valoradas en la medicina tradicional
mexicana por sus propiedades medicinales, tal es-el caso de F. resinosa empleada para cl

tratamiento de reumatismo y calambres; para cllo:se. emplean sus hojas en infusién para beber o

como cataplasmas aplicando fricciones sobre la parte adolonda (Zolla, 1994).

Por otra parte, las espccies F thurt ra, 1" resmosa y F cernua prcscntan la ,

particularidad de sccretar una resina que cubre. sus ho_jas Y ramns Jévcnes, la cual cst as’ ,
de manera importante con la quimica de defensa y comunicacién de estas cspeclcs como partc
de su estrategia de sobrevivencia (Zobel ef al., 1991; Faini e al:, 1997). El anéllSls,qumllco de
la resina permitié determinar que se encuentra: constituida basicamente. por corhpuesto’s de
naturaleza terpenoide y flavonoides en el caso de F. resinosa; diversos cromenos y cumarinas en
cl caso de F. thurifera, en tanto que para F. cernua se identificaron mono y sesquiterpenoides,
cromenos y compuestos de naturaleza fenélica (Wollenweber y Yatskievych, 1985; Estell er al.,
1994; Faini et al., 1997).

1.6 Antecedentes botdnicos y etnoboténicos de la especie Flourensia cernua D.C.

Flourensia cernua D.C. (Asteraceae) (Figura 3) es un arbusto semiperenne, de hoja
caduca, que midec menos de 1 m y en algunas localidades entre 1 y 2 m de altura (Martinez,
1979; Fredrickson et al., 1994); también se¢ ha descrito como un arbusto multirramificado
semejante a un cono invertido que mide 1.50 m de altura por 1 a 1.50 m de didmetro, sin tronco
y ramas oblicuas desde la base (Ludwing er al., 1975; Mauchamp 'y Janeau, 1993). Sus tallos

. son oscuros y las hojas son enteras, ovadas u ovales, de 2 a 2.5 ¢m de largo por 6 mm de ancho

orientadas hacia arriba en una posicion subvertical, cubiertas con una resina aromatica y de

14
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Figura 3. Flourensia cernua D. C. (Asteraceae).
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sabor amargo; posee flores amarillas en cabezuelas que nacen de los axones téfminales y axiales
sostenidas por largos cjes (Rzedowski, 1983; Fredrickson ef al., 1994).

Esta especie se localiza en suroeste de Estados Unidos (en Arizdna,Nuevo Meéxico y
Texas) y el norte y centro de la Republica Mexicana (en los estados de Chihuahua, Baja
California Norte, Durango, Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas, San Luis Potosi, Sonora y en la
region arida del Valle del Mezquital del estado de Hidalgo) (Figura 4). Frecuentemente se
encuentra asociada con otros arbustos de regiones dridas tales como Prosopis sp. (mezquite) y
Larrea tridentata (gobernadora) formando matorrales que se desarrollan en altitudes superiores
a 1000 m cubriendo amplias extensiones de terrcno en Hidalgo (Actopan), San Luis Potosi,
Zacatecas y Chihuahua (Rao ef al., 1970; Kingston ef al., 1971; Dillon et al., 1976; Rzedowski,
1983; Estell e al., 1994; Fredrickson ¢t al., 1994; Richerson y Boldt, 1995). o

F. cernua recibe los nombres populares de hoja sen, hoja sé, arbusto‘ de alquitran,
maleza negra y arbusto barnizado (Martinez, 1979; Dillon ef al., 1976; Esktell‘ el al., 1994,
Richerson y Boldt, 1995). Sus hojas y flores son comercializadas en los mercados popularcs de
México y los Estados Unidos, ya que se emplean en las practicas médicas’ populares como
agentes curativos; las hojas preparadas en etanol a 90 °C (1 mL por via oral) o en infusion (10
hojitas), se utilizan como remedio contra la indigestion y dolores; también csempleada como
expectorante en enfermedades respiratorias (Martinez, 1959; Diaz, 1976; Fredrickson ef al.,
1994; Richerson y Boldt, 1995). Por otra parte, las mujeres de la etnia Kiliwa en Baja California
Norte utilizan la infusion de Ia raiz para estimular la menstruacién (Zolla, 1994),

En su medio ambiente natural, se ha observado que el arbusto gjerce un efecto
alelopdtico importante, ya que inhibe el crecimiento de otras plantas promoviendo asi, el
proceso de “desertificacion”™ de pastizales a tierras de arbustos. De tal forma, que desde hace
120 afios se ha incrementado de 2 a un 9 % la vegetacion de F. cernua eﬁ el desierto de
Chihuahua y suroeste de Nuevo Meéxico extendiéndose en mas de 45 millones de hectareas
(Schlesinger ¢f al., 1990; Estell es al., 1994; Schowalter, 1996). ‘ .

La hoja sen posee un perfil nutricional semejante al de la alf‘alfa g,racxas a su alto
contenido de proteinas, fosforo, calcio y nitrogeno no protelco y por lo tanlo se utiliza como
forraje para pastoreo de ganado, ovejas y cabras sustnuyendo asi las escasas hierbas c¢n las

regiones aridas (Nelson ef al., 1970; King et al., 1996; Fredrickson et /., 2000). Sin embargo,
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Figura 4. Distribucion geogréfica de la especie Flourensia cernuaen la Republica Mexicana y suroeste

de Estados Unidos.
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se ha descrito en la literatura que los componentes quimicos de la resina o cera epicuticular de
sus hojas son desagradables y téxicos para los insectos (Rodriguez, 1985), ademds causan
envenenamicento del ganado provocando alteraciones digestivas por la inhibicién de la digestion
de la celulosa y/o toxicosis que se manificsta como dafio al higado y probable dafio de musculos
y otros tcjidos (Mathews, 1944; Fredrickson ef al., 1994; King et al., 1996). También se ha
reportado que las flores y frutos del arbusto ocasionan toxicidad aguda a ovejas, cabras, concjos
y antilopes, cuando se consumen en grandes cantidades (1% del peso cofporal por dia) o
cuando el periodos de pastorco es prolongados (Dollahite y Allen, 1975; F fedricksonéth]

1994, 2000; Estell er al., 2001) Los compuestos responsables de las altcracnoncs -antes

-p éno) cromenos y
994 Showaltcr,

el envenenmmento del

sefialadas son algunos monoterpenoxdcs (bomcol alcanfor, limonen y

p-hidroxiacetofenonas (Oh et al 1967 Schwanz et al,, 1980

1996; King et al., 1996). Algunos autores sugleren quc para év1t
ganado, se restrinja el pastoreo a periodos de no’ ﬂorac:én o bncn removcr la cera de la planta
con disolventes apropiados antes de alimentar el ganado (Estell etal., 1994.y 2001; Frcdnckson
et al., 1994 y 2000). | ' i

Por otro lado, los distintos estudios biol6gicos realizados sobre los extractos preparados
con hexano, éter etilico y etanol a partir de las hojas de F. cernua, permmcron comprobar su
actividad contra hongos (extracto hexdnico), cianobacterias (extracto en é‘t,er) y plantas (ambos
extractos). De la misma forma, las evaluaciones biolégicas realizadas ‘s’ébre termitas evidencié
que los tres extractos presentan importantes propiedades inscctiéidasv(Dayan y Tellez, 1999;
Tellez et al., 2001).

1.6.1 Antecedentes quimicos de la especie F(o'ury'eris"id cernua.

La especie Flourensia cernua ha sido inVest‘igyadgdesdc un punto de vista quimico y los
metabolitos sccundarios aislados y caracterizados’ Ccoiﬁo resultado  de su estudio incluyen
flavonoides, sesquiterpenoides, triterpenoides, monotcrpcnmdes, benzopiranos, benzofuranos,

p-hidroxiacetofenonas, acetilenos y lactonas, los cualcs se prcscntan en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Mctabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua.

NOMBRE

COMPUESTO

[

REFERENCIA

FLAVONOIDES

(14) 3- éter metilico
de la quercetina

Rao et al., 1970,

Dillon et al.,1976. .
(15) Kumatakenina,
Dillon y Mabry,1977.
i K R| N Rz
(14) . .OH OH
(15) - OCH;, H
(16) Hispidulina
(17) Cirsimaritina Rao et al.,1970.
aa6) (a7
Ri OH OCH,
(18) Neoschaftosido : : :
v Dillon et al., 1976.

(19) Isoschaftosido

_— Ry Ry -
“(18): "Glu Arab
(19)" Arab:  Glu

(20) Vicenina |

(21) Vicenina 2

R, R,
(20) Xil Glu
@y Gl xil

Dillon er al., 1976.
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Cuadro 4. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua (continuacién).

NOMBRE

[

COMPUESTO

[

REFERENCIA

SESQUITERPENOIDES

(22) Acido flourénsico

(o]
H

Kingston et al., 1971,

Kinéston et a)., 1975.

(23) Flourensadiol ’

e anoi
Q3

Kingston et al., 1975.

Pettersen et al., 1975.

(24) p-Cariofileno. -

Estell et ql., 1994,

(25) Oxido de cariofileno.

Estell et al.,1994.

(26) Globulol.

Estell et al.,1994.
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Cuadro 4. Metabolitos secundarios aislados de la especic Flourensia cernua (continuacion).

NOMBRE

I

COMPUESTO

[

REFERENCIA

MONOTERPENOIDES

(27) p-Mirceno

@27

Estell er al., 1994,

(28) 3-Careno

28

Estell'et al., 1994,

(29) 1,8-Cineol.

;

29)

Estell ef al., 1994.

(30) Borneol

A

30

Estell er al., 1994.

(31) Limoneno

5

(30

Esteil ef af,, 1994,

Y
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Cuadro 4. Metabolitos secundarios aislados de la especic Flourensia cernua (continuacion).

NOMBRE COMPUESTO REFERENCIA
MONOTERPENOIDES
(32) Canfeno Estell et al., 1994,
(33) Alcanfor Estell et al,; 1994,
(34) Anhidroencecalinol : Bohlmann y

Grenz, 1977.

(35) 6-Acetil-5-hidroxi-8-

metoxi-2,2-dimetil-24-1- Bohlmann y Grenz, 1977.
benzopirano.
(36) Encecalinol
‘Bohlmann y Grenz, 1977.

(37) Angelato de
encecalinol

ojj) R
R = S ol

(38) Desmetilencecalina

(39) 6-Acetil-2,2-dimetil-
24-1-benzopirano.

R|=

- OH - H

Bohlmann y‘GrenL 1977.
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Cuadro 4. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua (continuacion).

NOMBRE COMPUESTO REFERENCIA
BENZOPIRANOS
(o]
x
(40) 6-Acctil-8- B . B
(3.3-Dimetilalil)-2,2- 0 Bohlmann y Grenz, 1977.
dimetilcromeno. ' ' ‘
(40)
BENZOFURANOS

(41) Cernuanona

(42) Senociato de
cernuanona

© (43) 3-Metil-2-pentenoil
cermuanona

(44) Cinamoato de

. OH.
ok S

Bohlmann y Grenz, 1977.

cernuanona
(44)
(45) Angelato de
cernuanona
- (“5)
BENZOFURANOS

(46) Flourensianol

(47) Angelato de
flourensianol

R

o}

H3CO

(46) “n

’ o]
olt /u\‘)
-0 =

Bohlmann'y
Grenz, 1977.
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Cuadro 4. Metabolitos sccundarios aislados de la especic Flourensia cernua (continuacion).

NOMBRE COMPUESTO REFERENCIA
BENZOFURANOS
R
(48) Dihidroeuparina,
. ; : . Bohimann y
: HO (0] \ Grenz, 1977.
(49) 4-Metox|fixl1|dr9- : “8) (49)
euparina. -
: R= H’ OCH,

Bohlmann y

(50) Euparina
S Grenz, 1977.

pP-HIDROXIACETOFENONAS

QCH;
(51) 3-(3-Hidroxi-3-metil- Bohlmann y
1-butenil)-4-metoxi- = i : Grenz, 1977.
acetofenona,
CHj )

(€1}

Bohlmann y
Grenz, 1977.

(52) 4-Hidroxi-3-
isovalerilacetofenona.

COCHj
(53) 3,5-Bis-(3,3-
dimetilalil)-4-
hidroxiacetofenona. = R
AL Bohlmann y
on Grengz, 1977,
54) 3-(3,3-Dimetilalil)-4- '
(54) 3-( imetilalil)-4 (54) (53)

hidroxi-acetofenona.

Ry H /\(
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Cuadro 4. Metabolitos secundarios aislados de la especic Flourensia cernua (continuacion).

NOMBRE COMPUESTO REFERENCIA
ACETILENOS
(55) 1-3-Tridecadieno- . _
5,7,9,1 I-tetraienino. H;c—IC =cC],—I{CH=CH],H
(S5)
(56) 1-Tridecadieno- o
3,5,7,9,1 1-pentaienino. H3;C—IC=CJ);— CH =—=CH>
(56) ; B;ohlmnnn»y
Grenz, 1977.
(57) 4,6-Dieno-8,10,12- :
trienino- 1-tetradecanol. HC—IC=C];—{CH==CH],—(CH:);0H

57

(58) 2-(1, 3- Penta IR
dienino) -5-(1-ino-buteno)
tiofeno. I lJC—KIEC}TQ—CEC——CI {=CHj,

(58)

LACTONAS

(59) Tretracosan-4-6lida

(60) Pentacosan-4-6lida CHy;—(CHa) ——C!-lz/&o

(¢}

(61) Hexacosan-4-6lida - ;
Pérez, 2000

(62) Heptacosan-4-6lida (59) (60) (61) (62) (63) (64) (65)
(63) Octacosan-4-4lida n= 18 19 20 .21 .22 .23 . 24
(64) Nonacosan-4-6lida
(65) Triacontan-6lida
OTROS
(66) 1,3-Araquido (HOCOCHCL :
behenicina, Hou Kingston et al., 1975.
CHAOCO(Cih)0CH;3 . L
(66)
(67) 1-Pentacosanol ' : - CH~(CHy)p-CH,- CH,-OH Pérez, 2000

(67)
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1.7 Consideraciones sobre ¢l proyecto “Bioactive Agents from Dryland

Biodiversity of Latin America”.= = = -

En el aflo de 1992, diversas agencias gubéfnaﬁicr{tales de Estados Unidos de ‘
Norteamérica preocupadas por la conservacion de los recursos haturales y el descubrimiento de
productos bioactivos de importancia terapéutica y agroquimica, fundaron un programa de -
cardcter internacional conocido por sus siglas en inglés como ICBG (International Cooperative
Biodiversity Group Program). Este programa tienc como objetivos primordiales: (i) el
descubrimiento de nuevos farmacos, (ii) la conservacién de la biodiversidad y (iii) el apoyo al ]
crecimiento econdémico de paises en vias de desarrollo (Sufiness et al., 1995). : 3

t"es

Los objetivos particulares del programa ICBG, patrocinado por las s:gu'

instituciones de Estados Unidos: Natlonal Scu:ncc F oundatlon (NSF), U Si VAgency for

paises en vias de desarrollo.

3. Implementar la investigacion para el cstudlo dc los productos naturales bajos costos

4. Establecer nuevas industrias. . : T :

5. Descubrir nuevos firmacos de origen natural para: él tratamlento dcenfermcdadcs que
afcctan de manera importante a la poblacién mundia]. R :: : S

6. Contribuir al mejoramiento de la infraestructura de investigacién y.a la forfnac,ién,dc recursos
humanos de los paises en vias de desarrollo que participan en el prégi‘éma;- I

7. Descubrir agroquimicos para la conservacién de cultivos.

En el contexto del programa ICBG, en el affo de 1993 se creé el proyecto “Bioactive
Agents from Dryland Biodiversity of Latin-America®” (Suffhess ef al;; 1995; Timmermann et
al., 1999), el cual estd enfocado al - descubrimiento y desarrollo de nuevos firmacos y

agroquimicos a partir de las plantas‘de ecosistemas dridos y semidridos de Argentina, Chile y

26
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Meéxico. El programa es coordinado por la Dra. Bérbara Timmermann del departarmc‘htd'dc 7
Farmacologia y Toxicologia de -la- Universidad -de-"Arizona-en Tucson,- Estadog"Ullidos de -
Norteamérica, ‘ .
En este proyecto tamblén pamcxpan las snguxentes mstltucloncs Ia Compama BASF los
Laboratorios Wyeth y la Umvers1dad de Illmoxs en Estados Umdos, la Umvcrsndad Nacnonal de

naA la Facultad )

la Patagonia (UNP) y el Instituto dc Tecnologm Agropccuana (IN I

de Quimica y el Instituto de BlOlOglﬂ de la UNAM en: Méxxc y f nalmente ‘en. Chl]c, la ‘

Pontificia Umvcrsxdad
La F acultad de Quimnca de la UNAM contnbuye en Ia obtcncxén dc compuestos

bioactivos a partir de plantas medicinales mexxcanas reahzando las sngulcntes actmdadcs

- Preparacion de extractos vcgeialcs arp'artir d‘e;laé‘e's‘pccics preseleccionadas
mediante un criterio etnomédico. - | : o

- Envio de los extractos a los laboratorios participantes para determinar su
actividad biolégica potencial

- Fraccionamiento biodirigido de los extractos activos.

- Aislamiento y purificacién de los compuestos responsables de las actividades
biolégicas. k

- Elucidacion de la estructura molecular de los principios biodindmicos aislados.

Desde sus inicios el proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin
America” s ha desarrollado de una manera exitosa debido a que los beneficios que se han
obtenido a través del esfuerzo conjunto de las universidades, compailias participantes y las
agencias gubernamentales patrocinadoras han sido numerosos. En ¢l caso particular de Méxiqb ‘
estos beneficios han incidido primordialmente en la conservacion de la biodiversidad en l‘ds
estados de Chihuahua y San Luis Potosi a través de varios programas educativos desarrollados
por los Doctores Robert Bye y Edeclmira Linares del Instituto de Biologia de la UNAM. A
través de este proyecto sc ha promovido la creaciéon de programas de informacién publica
acerca del cuidado y cultivo de las plantas medicinales més utilizadas en varias comunidades

indigenas mexicanas. También con este mismo propdsito se han creado programas de ensefianza

P e 7



Antecedentes.

escolarizados en la Patagonia cn Argcntiha y en la regién de Pucén en Chile, Para estos dos
paises sc¢ cred un banco - de datos - altamente-especializado-con- informacién acerca  de la
distribucion de especies medicinales en peligro de extincién con la intencién de facilitar su
conservacion, propagacion y cultivo (Zarate et al., 1996; Timmermann et al., 1999).

Por ltimo, la incidencia del programa ha sido importante en la formacién de recursos

humanos y en aportaciones al conocimiento de la biodiversidad tanto de Chile como de México.
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I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Considerando la problematica actual sobre la alta toXicidéd,”i'po:cé :c-ﬁc‘acia y baja
selectividad que presentan algunos farmacos antifimicos, y los "efectosft’éXiicos de los agentes
herbicidas sintéticos de uso actual, sc justifica la necesidad de continuar con la bisqueda de
agentes antifimicos y herbicidas novedosos,r quec pucdan emplea}sc f)()f si nﬁsmos 0 que sirvan
como prototipos estructurales para el disefio y sintesis de andlogos mds potentes, sclectivos y
cficaces. En este sentido, la biodiversidad de México ofrece bucnas posibilidades para el
descubrimiento de nuevas fitotoxinas y compuestos antifimicos de utilidad para el desarrollo de
agentes agroquimicos y terapéuticos, respectivamente, De manera adicional, en México existe
una gran tradicién en el uso de plantas con fines curativos, mismas que constituyen un punto de
partida apropiado para el descubrimiento de nuevos productos bioactivos. El descubrimiento de
herbicidas y sustancias de utilidad terapéutica con base en el crileri_d ctnomédico es un hecho
bien documentado en la literatura cientifica de los productos naturalcs dc aprovechamicnto
econdmico (Cutler, 1988; Lewis y Elvin, 1995; Houghton, 2001) AS| mlsmo, el descubrimiento
de principios alelopdticos con base en consideraciones de tipo ecoléglco, también constituye una
fuente importante de agentes herbicidas potenciales (Macias, 1995; VMan, 2002).

En el marco del proyecto de investigacion “Bioacﬁvc Agents from Dryland
Biodiversity of Latin America” (Suffness e al., 1995; Timmermann et al., 1999),
evaluacion del potencial antimicobacteriano de un extracto de los tallos de P. sanctum en el
Instituto de Investigaciones sobre la Tuberculosis de la Universidad dc lllinois, Chicago
permitié establecer sus propiecdades antimicobacterianas. El extracto inhibié en un 95 % el
crecimiento de AL fuberculosis. Asi mismo, la evaluacion del extracto preparado a-partir de las
partes aéreas de F. cernua sobre la germinacion y ¢l crecimiento radicular de las arvenses E.
crus-galli 'y A. hypochondriacus empleando el bioensayo de la caja de Petri confirmé cl
potencial fitotéxico de esta especice. Por lo tanto, los objetivos primordiales del presente trabajo
de tesis son obtener los productos naturales responsables de las actividades “antifimica 'y
fitotéxica detectadas de manera preliminar en los extractos de Piper sanctum (Miq.) Schl.

(Piperaceae) y Flourensia cernua D.C. (Asteraceae), respectivamente, a través, de un cstudio
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fitoquimico biodirigido, y con la finalidad de contribuir al desarrollo de agentes'terapéiﬁiicvbs y
agroquimicos, respectivamente; === = S - e

Los objetivos especificos se detallan a continuacion:

i. Separar los constltuycntcs antlf' mlcos del cxtracto actlvo de P. sanctum mcdlantc un

procedimicnto blodu’lgxd

ii.

iii. Enwar las fraccxones y com . u d los tallos de I’ sanctum al Instltuto1

de Invcstngacnones sobre l’ ulos , ;mversndad de Ilhnms, Chlcago para

determinar su actmdad antmucobactenana a'través de un cnsayo dc tlpo ﬂuorlmétnco
MABA (Microplate Alamar Blue Assay)

iv. Cuantificar la actividad fitotéxica de los productos aislados a partir de las fracciones

fitot6xicas mediante el método de la caja de Petri.

v. Establecer ]a estructura molecular de los compucstos actxvos obtenidos, - mediante la

aplicaci6n de técnicas espectroscépicas y cspectromémcas

IT\T':‘\ [AECAE A AN X1
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III. PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 Procedimicntos Generales.

3.1.1 Anélisis Cromatogrificos.

Los andlisis cromatograficos, en las modalidades de cromatografia en capa fina annlitica
(CCF) y cromatografia en capa fina preparativa (CCFP), se realizaron de acuerdo a las técnicas
convencionales (Marcel, 1992) empleando diversos sistemas de eluciéon. La CCF se cfectud
sobre placas de aluminio de diferentes dimensiones recubiertas con gel de silice (60 Fasa Merck,
malla 3,5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Como agente revelador se emple6 sulfato cérico
amoniacal (Lowrey et al., 1993),

La separacién y la purificacién de los productés naturales mediante CCFP se realizd
sobre placas de vidrio (20 x 20 cm) recubicrtas con gel de silice (60 Fasq Merck) de 0.25 mm de
grosor. La cromatografia de adsorcién c¢n columna abierta se realizé6 sobre gel de silice
[Kieselgel 60 Merck, tamaifio de particula 0,063-0.200 mm, malla de 70 - 230 pm ASTM].

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) sé realizé en un cromaiégrafo
marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography : Division kMilford, M. A, USA)
equipado con un detector de UV con arreglo de diodos (996). 'El control del equipo, la
adquisicién de datos, ¢l procesamiento y manipulacién de la informacién se realizaron utilizando
¢l programa de sofiware Millenium 2000 (Waters). Los andlisis se realizaron a temperatura
ambicnte. La purificacion se efectué empleando una columna de gel de silice (Waters, pporasil,
125 A, tamaiio de particula de 10 um) de 19 mm de didmetro interno y 300 mm de longiius.

Se recurrio a la técnica de corte de nicleo y reinyeccién de la muestra, la cual consiste
en someter el o los picos mayoritarios de interés a un corte, eliminando asi la contaminaciéon
causada por compucstos minoritarios eluidos antes y después del pico en cuestién, mismo que
se reinyectd en cl sistema cromatografico tantas veces como fue necesario para alcanzar su

purificacion (Hostettman y Hostettmann, 1998).
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3.1.2 Determinacién de las constantes fisicas, espectroscépicas y ésbcctyi‘dr‘h',étk:iéas;

Los puntos ‘dc fusién sc determinaron en un aparato Fisher-Jths ybn(:)' cstan ééﬁcgidos.

Para el registro de los espectros en el infrarrojo (IR) se emp(¢6 un (";Vs'p’cc:trrofotémctro
modelo 599-B, de rejilla Perkin-Elmer, utilizando la técnica de pastiﬂa de KBr o pciicula

La rotacién 6ptica y los espectros en ¢l UV se obtuvieron. en “un pol'mmclro dlgltal
JASCO Dip 360 y cn un espectrofotémetro Perkin-Elmer 202, rcspcctlvamcntc

Los espectros de masas de impacto electrénico (EMIE) se obtuvicron mediante un: -
espectrometro de masas HP 5890 (serie II) por introduccién directa.a 70 eV'yun bamdo dc 33
a 800 unidades de masa carga (m/z) por segundo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protémca (RMN lH) y dc carbono 13 =

(‘HY125 (**C) MHz, empleando CDCl; y CD;OD ‘como- dlsolventes Los dcsplazanuentos

quimicos se expresan en ppm, referidos al TMS como cstzindar mtemo ‘

El registro de los cspectros sc efcclué en la Unldad ‘de Scrvfcios y Apoyo a la
Investigacién [(USAI), Facultad de Quimica], cn el Instltuto de Quimica de la UNAM y en el
laboratorio de Resonancia Magnética Nuclcar de Ia Umversndad Auténoma Metropolitana,
plantel Iztapalapa.

El estudio de difraccion de rayos X se efectué en-cl-Instituto de Quimica;, UNAM 'y se

obtuvo cn un difractémetro Nicolet R3m.
3.2 Rccolcccu’m e ldcntlﬁc'lmén del matcrml vcgctal de las especncs Piper sanctum
(Mlq ) Schl y 1‘ Iourens:a cernuaD. C.

Eltallo de Piper sanctun-(Miq.) Schl. se recolectd enlos Tuxtlas en el municipio de San

Andrés 'I'uxtvla, estado de Veracruz, ¢l dia 4 de-Mayo de 1999. Las hojas de Flourensia cernua
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D. C., se obtuvicronen el mercado de San Luis Potosi, San Luis Potosi, el dia 28 de Octubre de
1995. ... ' ‘

La recolecta y clasificacion de las dos especies estuvieron a cargo del Dr. Robert Bye
(Instituto de Biologia, UNAM). Un cjcmplér de cada espécimen se dcpbsité como referencia en
la coleccién etnobotdnica del Herbario Nacional MEXU del Instituto de Biologia, con los

nimeros de Voucher; GM 423-t para P, sanctum'y R."Bye 20468 para la especie F. cernua.”

3.3 Ensayos biolégicos.

3.3.1 Determinacion de la actividad antijh]ijcbb‘éctcri_ap,a paralacspccle P. 'sgncftum.

La dcterminacién de la actividad 'antirhic extracto, fraccnones y

compuestos puros obtenidos a lo largo del cstud:o blO ] gldo dc P sanctum, se realxzé en el
Instituto de Investigaciones sobre la Tubcrculosns dc la Umversxdad de Illmoxs cn la cmdad de
Chicago, lllinois, Estados Unidos. Para ello se aplxcé cl blocnsayo dc tlpo ﬂuorlmétnco MABA
(Microplate Alamar Blue Assay) de acuerdo a Ios protocolos prewamente descntos (Collins y
Franzblau, 1997; Cantrell ef al., 1998).

La pruecba de susceptibilidad microbiana se realizé por el método . de microdilucién sobre
una microplaca de 96 pozos de fondo claro (Packard Instrument Co.,; Meriden, Conn), donde se
colocaron unas scrics de diluciones (1:2) de una solucién concentrada de la muestra a evaluar.
A continuacién sc evaporoé el disolvente y se procedié a sembrar 0.1 mL de inéculo de la cepa
de M. tuberculosis Hy RV ATCC 27294 (American Type Culture Collection, Rockville, MD)
previamente desarrollada en el medio Middlebrook 7H9 broth (Difco) y estandarizada a 2 x 107
UFC (unidades formadoras de colonias). El volumen necesario para obtener las concentraciones
apropiadas se completd con el mismo medio de cultivo. ’

Adicionalmente, se preparé un control positivo (medio y rifampina 2 ug/p.L) y un
control de crecimiento (medio ¢ indculo) en la misma pla’ca,,la ‘c'ual se inéubé 3‘37~°C 'durahlc 4
dias. Al cabo de este periodo, se adicioné a cada pozo-20-pl- de la solucién reveladora de azul
de alamar y 12.5 pL de “teween” 80 (20 %); la placa SOinCUb(') nucvamente a 37 °C; a laS 12y

24 h de incubacion, sc realizé la lectura de las placas. El cambio en el color de azul a rosa
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fluorescente indica el crecimiento celular o viabilidad. El crecimiento se mide cbn irlnrrﬂuprimé;ro:
o espectréometro en unidades de fluorescencia (UF) o visualmente. La concem‘racﬂi(‘snf‘;mir’ﬁma
inhibitoria (CMI), se encuentra definida como la concentracién mas baja de muestra donde ya
no hay cambio de color. El porcentaje de inhibicion se determina de acuerdo a la relacién UF de

la muestra / UF del control positivo x 100.

3.3.2 Determinacién de Ia actividad fitotoxica para la especie F. cernua.

3.3.2.1 Evaluacion fitotéxica cuantitativa,

La determinacién, cuantitativa de la actividad fitotoxica a nivel preemergente para el
extracto, fracciones primarias y compuestos puros, se realizdé valorando su efecto sobre la
germinacién y el crecimiento radicular en semillas de las especigs Amaranthus hypochondriacus
L. y Echinochloa crus-galli (Beauv) L., empleando el métqdo;crle la caja de Petri (Castafieda ef
al., 1992; Anaya et al., 1995). S

El bioensayo se realizé en cajas de Petri que contem'aﬁ;ﬁn dlSCO de papel filtro de 10 cm
de didmetro (Whatman No. 1). Las muestras a evaluar se disblvieron en diclorometano o en
metano! preparando disoluciones a las conceniradiones de 10, 100 y 1000 pg/mL.
Posteriormente, 3 mL de cada disolucién se vertio sobre el pépel filtro en diferentes cajas de
Petri permitiendo la evaporacién completa del disolvente. Una vez completada la evaporacion,
se inici6 la germinaci6n adicionando a cada cajrar dewlr’etrri 3 mL de agua destilada y 15 semillas
de la especie de prueba. La incubacion se realizdé a 30 °C y la actividad fitotéxica se determiné
calculando el porcentaje del crecimiento radicular y ei’dé la germinacién después de 24 h para
A. hypochondriacus y 48 h para E. crus-galli. El control: negativo (agua), positivo [4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D)] y de disolvente (CH,Cl, o MeOH) se procesaron de la misma
manera.

Estas determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se
analizaron mediante la prueba estadistica d¢ ANADEVA (& = 0.05). El calculo de los valores

de Clso se realizé utilizando un andlisis Probit a partir de los porcentajes de inhibicién obtenidos.
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Una vez mis, este bioensayo permitié detectar la actividad fitotdxica presente en el

extracto de las hojas de F. cernua durante las evaluaciones preliminares.~

3.3.2.2 Evaluacién fitotéxica cualitativa.

Para monitorear la actividad fitoinhibitoria de las fracciones obtenidas a. lo largo- del
estudio biodiﬁgido de F. cernua, se utilizé un método bioautografico (Inoue ef al., 1992). ;

La bioautograﬁa se realiz6 sobre placas de vidrio recubiertas con gel de Sﬂice' 60 Fasq
(2.5 x 10 cm, 0.25 mm de espesor, Merck) siguiendo las técnicas convencionales de CCFy
empleando semillas de A. hypochondriacus y E. crus-galli como especies de pruébé; Se aplicé 2
mg de la muestra a‘evaluar disueltos en la minima cantidad del disolvente apropiado sobre las
placas, las cuales se desarrollaron en un sistema de elucion adecuado. Al término del proceso de
elucion se permitié la evaporacién completa del disolvente, posteriormente las placas se
cubrieron con 5 mL de una suspensién de agar bacteriologico al 1 % (DIFCO). Una vez
solidificado el agar, se colocaron las semillas de prueba sobre la superficie de una manera
homogénea. Las placas se incubaron bajo una atmosfera himeda y en total oscuridad a 28 °C
durante 24 h'y 48 h para 4. hypochondriacus y E. crus-galli, respectivamente,

Transcurrido el periodo de incubacion se detectaron las zonas de inhibicion de la
germinacion o crecimiento radicular y se determiné el factor de retencién (R¢) por comparacion
con una placa control eluida bajo las mismas condiciones y revelada con el agente cromdgeno
apropiado. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se emplearon controles de

disolvente y control positivo de &cido 2,4-D.

3.4 Preparacion de los extractos orginicos vegetales.

El proceso de desecacion del material vegetal se llevé a cabo a temperatura ambiente

bajo la sombra, una vez desecado se fragment6 en un molino de cuchillas Willey Modelo 4.
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El material vegetal seco y molido del tallo de P. sanctum (2.95 Kg) se extrajo ‘mediante

~un- proceso de maceracion; inicialmente con una mezcla de CH;Cl,-MeOH : )~y
posteriormente con MeOH. El extracto final se filtré y se concentro al vacio obteniéncilolse 950
g de un residuo café. T
De la misma forma 2.431 Kg de hojas secas y molidas de F.-cernua sé ﬁiaéefaron
inicialmente con una mezcla de CH,Cl,-MeOH (1:1) y posteriormente éoﬁfMé'(i)inElﬂ:iéx{fééfb

final se filtr6 y se concentrd al vacio obteniéndose 600 g de un residuo pastoso verde.

3.5 Estudio Quimico de la espccie Piper sanctum.

3.5.1 Fraccionamiento primario del extracto total de P. sanctum.

- El extracto crudo de la especie P. sanctum (95.0 g) se fracciond mediante una
cromatografia en columna abierta empleando como fase estacionaria gel de silice (1.25 Kg); el
proceso de elucion se efectué con un gradiente de polaridad hexano-AcOEt-MeOH. Este
proceso generd un total de 12 grupos de fracciones primarias (F; a Fi2). La evaluacion de las
mismas sobre la inhibicion del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis mediante un
bioensayo de tipo fluorimétrico, permitié evidenciar que la actividad bioldgica se concentraba en
las fracciones primarias Fi, F3, Fs, F¢ y Fs. El proceso cromatografico correspondiente al

fraccionamiento primario del extracto total de P. sanctum se resume en el Cuadro 5.

3.5.2 Aislamiento del cugenol (68) y del éter metilico del eugenol (69) a partir de Ia

fraccion primaria activa F; .

El fraccionamiento de la fraccion primaria activa F, mediante una cromatografia en
columna abierta [80 g, gel de silice; Hex (99:1)=>CH,Cl, (0:1) y CH,Cl, (1:0)=>MeOH (1:1)]
permitid la obtencion de 11 grupos de fracciones secundarias; F, -1 a F2-XI.

La purificacion mediante CCFP utilizando como sistema de elucién CH,Cl, de las
fracciones F,-V [Hex-CH,Cl; (9:1)] y F2 -VII [Hex-CH,Cl (7:3)] permitié la obtencién de 39.1

[
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mg de eugenol (68) y 59.6 mg de éter metilico del eugenol (69), respeclriva'h'wme. ’Arrnbosr

productos se obtuvieron bajo la forma de aceite ligeramente amarillo.

Cuadro 5. Fraccionamiento primario del extracto total de P. sanctum.

Eluatos Fase mévil Proporcién Fracclones Clave . | "Peso (g)
reunidas
1-24 Hexano - 1-37 Fy 0.7482
25-38 Hex / AcOEt 9:1
39-57 Hex / AcOEt 8:2 38-43 *F, 0.9497
58-87 Hex / AcOEt 7:3 44-49 *F, 0.4461
88-101 Hex / AcOEt 6:4 50-56 F, 1.1367
102-117 Hex / AcOEt 1:1 57-78 *Fs 3.5065
118-130 Hex / AcOEt 4:6 79-94 *Fe 1.2042
131-143 Hex / AcOEt 3.7 95-113 F, 1.5924
144-154 Hex / AcOEt 2:8 114-145 *Fg 3.2950
155-167 AcOEt - 146-167 Fg 1.9430
168-181 AcOLEYMeOH 9:1 168-181 Fio 11.8482
182-198 AcOEtYMeOH 1:1 182-194 i 28.7677
199-209 MeOH - 195-209 Fia 15.6454

* Fracciones bioactivas.

3.5.3 Aislamiento de la 5,6-deshidro-7,8-dihidrometisticina (6), la piperolida (10),
la desmetoxiyangonina (70) y la cefaranona B (71) a partir de las fracciones

primarias activas Fs y Fe.

Las fracciones activas Fs y Fg se combinaron con base en su similitud cromatografica y
se fraccionaron mediante una cromatografia en columna abierta [74 g, gel de' silice; ‘Hex
(1:0)»CHCl (0:1) y CH,Cly (1:0)>MeOH (4:6)]. El proceso anterior permitié obtener 7
grupos de fracciones secundarias; Fs-Fe-1 a Fs-Fe-VIIL. La evaluacion biolégica de las mismas
permiti6 evidenciar que la actividad se concentraba en las fracciones Fs-Fe-111, Fs-Fg-1V y Fs-
F¢-VL

De las fracciones Fs-Fe-111 y Fs-Fe-1V [Hex-CHCl; (3:7)] cristalizaron de manera

cspontdnea 453 mg de unos cristales amarillos translicidos en forma de agujas con un punto de

r“' T ” ,“‘—'1
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fusién de 102-103 °C identificados como la piperélida (10) y 70 mg de un solido amorfo de
apariencia esponjosa y color amarillo “el-cual- se - purificé - mediante -CLAR -en-fase -normal
utilizando como fase mévil una mezcla ternaria constituida por Hex-iPrOH-MeOH (85:7.5»:7.5).

El cromatograma resultante se muestra en la- Figura 5. De este se proceso se thuVierQn 10.2

mg de la desmetoxiyangonina (70) bajo la forma de un sélido blanco con un punto de fusion’

de 136 ~137 °C.
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Figura §. Cromatograma obtenido durante la purificacion mediante CLAR de la desmetoxiyangonina
(70). Condiciones de analisis: Detector UV/Visible, A=342 nm., sistema de elucién; Hex-1PA-MeOH
(85:7.5:7.5), flujo de 7 mL/min., muestra de” 1 mg/50 UL, pico a tz 19.02 min.
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La fraccion Fs-Fs-VI [Hex-CH,Cl, (1:9)] se sometié a un proceso croﬁi‘at'c'i'grz'iﬁ'cd'en '
columna abierta [30 g, gel de silice; Hex (1:0)= AcOEt (0:1)]. Este'procésb 'pé;nﬁtié obtenet
siete grupos de fracciones terciarias; Fs-F¢-V1-1 a Fs-Fg-VI-7. s

Las fracciones terciarias Fs-F¢-VI-4 [Hex-AcOEt (8:2)] y Fs-Fe-VI-6 [Hex-AcOEt
(6:4)] se sometieron a un procedimiento adicional de purificacién mediante CCFP, utilizando
como sistema de elucion AcOEt. De este proceso se obtuvieron 6 mg de 5,6-deshidro-7,8-
dihidrometisticina (6) como un sélido de color amarillo cdh un punto de fusionde 150 °C, y 5
mg de la cefaranona B (71) en forma de agujas amarillas con un punto de fusion de 264 °C,

respectivamente.

3.5.4 Aislamiento de la cefaradiona A (1) a partir de la fraccién primaria activa Fg.

De la fraccién primaria Fg (Cuadro §) precipitaron de manera espontanea 96.3 mg de un
solido amorfo de color naranja. La purificacién de este s6lido mediante una cromatografia en
columna [12 g, gel de silice; CH,Cl; (1:0)2>MeOH (95:5)] gener6 cinco grupos de fracciones
secundarias; Fs-1 a Fg-V,

La fraccion Fs-II se sometié a un procedimiento adicional de purificacion mediante
cromatografia en capa fina de tipo preparativa (CCFP), utilizando como sistema de elucién
CHCl3-MeOH (9:1). El proceso permitié obtener S mg de la cefaradiona A (1) como un sélido

de color naranja con un punto de fusién maybr 2300 °C (descompone).
3.5.5 Aislamiento de la piperolactama A (72) y las amidas; N-frans-feruloiltiramina
(73) y N-p-cumaroiltiramina (74) a partir de las fracciones primarias Fy y Fo.
El analisis cromatogréfico realizado para las aguas madres de la fraccién Fg y la fraccion

Fg permitié evidenciar la similitud entre ambas, por lo cual se decidi6 reunirlas para su estudio

conjunto. El fraccionamiento secundario de las fracciones Fs-Fy (3.867 g) realizado a través de
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cromatografia en columna [75 g, gel de silice; CH;Crlz (1:0)=>MeOH '(1':1)], “condujo a la
obtencidon de ocho fracciones secundarias; Fg-Fo-I-a Fg-Fo-VIII; = == : : ”f : :

A partir de la fraccion Fg-Fo-V [CH,Cl,-MeOH (98:2)] preciprita»ron espontaneamente 10
mg de un s6lido amorfo de color amarillo. Su recristalizaciéon de Meprému'tié obtener 4 mg
de piperolactama A (72) en forma de agUJas translumdas amarlllas ‘con un punto de fusion
mayor a 300 °C (descompone). S .

Por otra parte, de las fracciones secundarias Fz-Fg-VI [CH,CL-MeOH (97:3)]. y Fs-Fs-
VII [CH,CL-MeOH (97:3 y 96:4)] precipitaron dos sélidos amorfos de color crema (70 mg)y -
caft (78.7 mg), respectivamente. La purificacion mediante CCFP de ambos sohdos ulxllzando
AcOEt como eluyente, permitio la obtencién de 12 mg de un producto amar11l0 pahdo
correspondiente a la N-trans-feruloiltiramina (73) con un punto de fusién de 94 °C y.13.4 mg
de N-p-cumarmltlramma (74) como un sélido de color blanco con.un punto dc fuslon de 248-

249°C.

3.6 Estudio Quimico de la especie Flourensia cernua.,

3.6.1 Fraccionamiento primario del extracto total de F. cernua.

El extracto total de la especie F. cernua (600 g) se fracciond mediante “una
cromatografia en columna abierta, empleandose como fase estacionaria gel de silice (3 Kg); el
proceso de elucion se efectué con un gradiente de polaridad hexano-AcOEt-MeOH. Este

proceso generd 10 grupos de fracciones primarias (Cuadro 6).

3.6.2. Aislamiento del orselinato de metilo (75) a partir de la fraccién primaria

activa Fy.

La fraccién primaria activa Fy (19.414 g, Cuadro 6) se sometié a un fraccionamiento
secundario mediante cromatografia en columna [215 g, gel de silice; Hex (1:0)= AcOEt (0:1)].
Este proceso permitio la obtencion de seis grupos de fracciones sccundarias; Fy-1 a F4-VI. La

evaluacion de la actividad fitotéxica de las mismas indicé que solo la fraccion Fa-lI era activa.
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De la fraccion Fs-11 [Hex-AcOEt (9:1)] precipitaron esponlaneamente 36. 6 mg de un 7
s6lido amorfo blanco. El anilisis cromatografico del mismo, revelo la: presenma -de-un -
constituyente mayoritario, el cual se purificé mediante la técnica-de CCFP utlllzando como
sistema de elucién CH,Cl,-MeOH (98:2). Esta cromatografia pem‘utlo la obtenclon de- ]4 4 mg

del orselinato de metilo (75) como un sélido amanllo y con un punto de fusnon de 136 138 °C.

Cuadro 6. Fraccionamiento primario del extracto total de F. cernua.

Eluatos Fase mévil Proporcién Fracclones Clave Peso (g)
L : reunidas
i-20 Hexano - 1-3 F, 0.6875
4-19 *F, 0.0210
21-37 Hex / AcOEt 9:1 20-25 F, 15.8600
26-38 *F, 19.4142
38-63 Hex / AcOEt 8:2 39-67 *Fs 44.4982
64-87 Hex / AcOEt 7:3 68-80 *Fe 16.6692
88-101 Hex / AcOEt 6:4 81-119 *F, 76.8473
102-120 Hex / AcOEt 1:1
121-138 AcOEt - 120-141 Fg 69.8481
139-152 AcOEYMeOH 9:1
153-167 AcOEt/McOH 8:2 142-173 Fy 93.1196
168-175 AcOEt/MeOH 7:3
176-178 AcOEYMeOH I:1 174-178 Fio 45.0150

* Fracciones bioactivas.

3.6.3 Aislamiento del 3,7-éter dimetilico de la quercetina (76) y el p-hidroxi-

cinamato de hencicosanilo (77) a partir de la fraccion primaria activa Fs.

La fraccion primaria activa Fs (44.498 g, Cuadro 6) se someti6 a un fraccionamiento
secundario mediante cromatografia en columna [500 g, gel de silice; Hex (1:0)= AcOEt (0:1)].
Este proceso generd un total de ocho grupos de fracciones secundarias (Fs-1 a Fs-Vlll)'y su
evaluacion bioldgica permitié determinar que la actividad se concentraba en la fraccién Fs=IV.~

El fraccionamiento terciario de la fraccién activa Fs-1V (12.44 g, Hex-AcOEt 9:1),

mediante cromatrografia en columna [187.5 g, gel de silice; Hex (1:0)=> AcOEt (1:1)], condujo
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a la obtencién de éeis fracciones terciarias; Fs-IV-1 a Fs-1V-6. De estas fracciones, Fs-1V-4'y
Fs-1V-§ prcseﬁtaron actividad fitotoxica. 7

De la fraccién Fs-1V-4 (Hex-AcOEt 8:2), cristalizaron 12.4 mg del 3,7-éter dimetilico’
de'la qurercctina (76) en forma de un sélido cristalino amarillo con un punlo' de fusion de 147-
148 °C; y 196 mg de un sélido de color blanco identificado como p-hidroxicinamato de

henelcosamlo '(7'7) con un punto de fusioén de 95-97 °C.

~ 3.6.4 Aislamicento del acido deshidroflourénsico (80), del paquipodol (78) y de la

kumatakenina (15) a partir de la fraccién primaria Fe.

La fraccién primaria activa Fg (Cuadro 5) se someti6é a un fraccionamiento secundario
mediante cromatografia en columna, [270.1 g, gel de silice; Hex (1:0)=>AcOEt (0:1)]. Este
proceso generd un total de ocho grupos de fracciones secundarias (Fe-I a Fe-VIII)
encontrandose que las fracciones Fg-1V a Fg-VI eran fitotoxicas.

Con base en el perfil cromatografico observado para las fracciones Fe-IV [Hex-AcOEt
(8:2)] y Fe-V [Hex-AcOEt (7:3)], ambas se combinaron para su estudio quimico. El proceso
cromatogréfico en columna de la reuniéon de estas fracciones [125 g, gel de silice; CH,Cl,
(1:0)>MeOH (1:1)] permitio la obtencion de un residuo café aceitoso. Parte de este residuo se
purific6 mediante CCFP empleando como sistema de clucion CH,Cl,-MeOH (9:1),
obteniéndose 18.9 mg del dcido deshidroflourénsico (80).

A partir de la fraccion Fe-VI [Hex-AcOEt (8:2)] precipitaron 451.9 mg de un solido-
amorfo de color amarillo verdoso; el analisis cromatografico del mismo, permitié 'detectar la
presencia de dos constituyentes mayoritarios, por lo que se procedid a realizar su separacion
mediante CCFP utilizando como sistema de elucién CH,Cl,-MeOH (98:2).: Al cabo. de este
proceso, sc obtuvieron 33.3 mg del paquipodol (78) con un punto de fusién de 153-155 °C y
15.9 mg de la kumatakenina (15) con un punto de fusion de 215 °C, ambos como sélidos de

color amarillo.
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3.6.5 Aislamicnto de la ermanina (79), del dcido deshidroflourénsico (80) ¥,d¢'

flourensadiol (23) a apartir de Ia fraccion primaria activa F;,

De la fracciéon primaria activa F; (Cuadro 5) precipité un sélido de cél'orxéméuillo 978
mg). el cual se purlﬁco medlante CCF P cmplcando como 51stema de elucmn CH;Cl;-MeOH
(97:3). Al cabo de la purlﬁcamén se obtuv:eron 533 mg ermanma (79) con un punto de fusion
de 201-204 °C, ’

Postenormente, las aguas madres dela’ fraccnon F7 (76. 847 g) se sometieron a un
proceso cromatograﬁco en columna [533 g, gel'de sdlce, Hex (1 O)ﬁAcOEt (0:1)] generando
Fr-la F7-Vl[l :

La _evaluacxon biolégica de
fra ccxpnes_l«‘7-lll, FrVy

un total de ocho grupos de fraccnones secundanas,

las mismas permitié determinar que la actividad se concentraba enl
Fo-VI. : -
A partir del estudio quimico de las fracciones F4-111 y F7-lV‘. Hex-AcOEt (8:2)), las

cuales sc combinaron con base en su perfil cromatogréfico observado se obtuvo cantldades :
adicionales del acido deshidroflourensico (80). L :

El fraccionamiento terciario de la fraccion activa F;-VI.[4.0 g,'l-lex-AcOEt (11
mediante cromatografia en columna [60 g, gel de silice; CH,Cl, (1 :O)QMéOH (0:1)] permitid la
obtencion de seis grupos de fracciones; F7-VI-1 a F4-VI-6, de las cuales solo la fraccién F:-VI- »
4 cra activa. ' .

El estudio mediante CCFP fase reversa para la fraccion F7-VI-4, empleando como
sistema de elucion MeOH-H,0 (9:1), permitié la obléncién de 9.5 mg del ﬂourcnsa"d‘iol ‘(‘23)

como un sélido blanco y un punto de fusién de 84-86 °C.

RS e 43

VAL



Resultados y Discusion.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados de la presente investigacién se describen en dos,panés; La primera

comprende el estudio quimico de los tallos de Piper sanctum y la e‘v:aluaf(::iyéﬁ“dé‘l'pt)lencial

antimicobacteriano de los metabolitos aislados. La segru'ﬁcirqr parte: sé refiere al ,eAsrtudi'oﬂ '
fitoquimico biodirigido de Flourensia cernua incluyendo lé'evaluacid{';"gc‘i‘el pote}iﬁal fitotoxico

de los compuestos obtenidos.

4.1 Estudio fitoquimico de la especie Piper sanctum (Miq.) Schl.

Con la finalidad de obtener los constituyentes activos a partir de la especie P. sanctum,
se llevd a cabo su estudio fitoquimico biodirigido empleando el mismo ensayo fluorométrico
para monitorear la actividad antimicobacteriana (inciso 3.3.1). La preparacion del extracto
activo a gran escala se realizé utilizando un proceso de maceraciéon (inciso 3.4). El
fraccionamiento preliminar del extracto mediante métodos cromatograficos permitié la
obtenci6n de doce fracciones primarias (F, a Fy2, Cuadro 5). La evaluacion bioldgica de las
fracciones primarias, mediante el ensayo antes mencionado, determindé que la actividad se
concentraba en las fracciones F,, F3, Fs, F¢ y Fs (Cuadro 7). De manera adicional, para
enriquecer algunos de los metabolitos detectados en la fraccion Fg se estudio la fraccion Fs.

Con la intencion de aislar y purificar los constituyentes bioactivos presentes en las
fracciones F;, Fs, F¢ y Fs, se efectuaron diversos analisis cromatograficos. Estos procesos
permitieron el aislamiento de diez metabolitos secundarios, los cuales incluyen un alcaloide de
tipo aporfina [cefaradiona A (1)], una dihidroestiril a-pirona [5,6-deshidro-7,8-
dihidrometisticina (6)], una cinamoilbutendlida [Z-piperélida (10)], dos fenilpropanoides
[eugenol (68) y éter metilico del eugenol (69)], una estiril a-pirona [desmetoxiyangonina (70)],
dos fenantrolactamas [cefaranona B (71) y piperolactama A (72)] y dos amidas [N-tras-
feruloiltiramina (73) y N-p-cumaroiltiramina (74)]. De estos, los productos 1, 6 y 10 se habian

descrito con anterioridad en la especie (Langhammer er al., 1972; Hinsel y Schulz, 1979;

TF, e o
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Hinsel et al., 1975), por lo tanto, los restantes compuestos son novedosos en la planta. En el
Cuadro 8 se incluyen las-estructuras de los compuestos aislados y sus rendimientos con relacién

al peso del material vegetal seco.

-~ Cuadro-71. Actividad antimicobacteriana de las fracciones
"7 primarias obtenidas del extracto de P. sanctum.

Fracciones primarias | Actividad antimicobacteriana
(% de inhibicion).

extracto 95
F, 81
*F, 99
*F; 99
F, 67
*Fs 99
*Fe 98

- F 79
*Fs 100

- Fo 81
Fio 46
Fn 30
Fi2 - 25

- * Fracciones antimicobacterianas.
(criterio de actividad: % de inhibicién 2 95 %).

De manera general, la caracterizacion de los compuestos alsladossereahzémedlame la
aplicacién de las técnicas espectroscopicas y espectrométricas COn;/érig'ijcmésle“sﬁ(‘iﬁc‘:isb '13L‘l.2),~
Las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los*co‘mpuestﬁé‘ 1,6,10,68 ¥ 69
concordaron perfectamente con las descritas previamente en la literatura (AkaSu et al., 1974;
Hinsel et al., 1975; Hinsel y Schulz, 1979; Alencar ef al., 1984; Desai et al., 1988; Achenbach
et al., 1991; Prizzolatti et al., 2000). De manera adicional, la estructura del compuesto 10 se
confirmé inequivocamente utilizando la técnica de difraccion de rayos X (Figura 6).

A continuaciéon, se describe de manera breve la elucidacion estructural de los

compuestos 70, 71, 72, 73 y 74.
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Cuadro 8. Metabolitos secundarios aislados del tallo de la especie P. sanctum.

COMPUESTOS AISLADOS.

RENDIMIENTO (%)
(con base en el peso del material vegetal seco).

27x10
Cefaradiona A (1)
CH;
R
C2.03x10
<° )
O .
5,6-Deshidro-7,8-dihidrometisticina: (6) ‘
OCH; e
T 153.5x-10
- CHy0” '
Z-Piperélida (10)
CH;30. =
D/\/ 68)1.3x.10°
Ry 3
69)2.0x.10
R,
. Eugenol (68) OH
Eter metilico del eugeno! (69). OCH;
OCH;
3.45 x10*

Desmetoxiyangonina (70)
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Cuadro 8. Metabolitos secundarios aislados del tallo de la especie P. sanctum (continuacion).

COMPUESTOS AISLADOS. RENDIMIENTO (%)
(con base en el peso del material vegetal seco).

O (71) 1.69 x 10~
; (72)1.35x 10~

Ry
Cefaranona B (71) OCH;
Piperolactama A (72) OH

b ' (73)4.06 x 10~

HO (74)4:54 x 10 =
R,

N-trans-feruloiltiramina (73) OClH,

N-p-cumaroiltiramina (74) H

Figura 6. Proyeccion estereoscopica de rayos X de la Z-piperélida (10).
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4.1.1 Caracterizacion de la dcsmctoxi‘yangbnina (70).

El compuesto 70 se obtuvo como un sélido amarillo palido con un p. f. de 136-137 °C;

sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se resumen en la Cuadro 9.

Desmetoxiyangonina.

Cuadro 9. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la desmetoxiyangonina (70).

Foérmula molecular

CiH20;

Peso molecular

228

UV (MeOH) A nm (log €)

207 (4.71), 224 (4.56), 230 (4.56), 254 (4.48), 342 (4.74).

IR (KBr) vy cm’!

3075, 3015, 2951, 1729, 1636, 1556, 1407, 1258, 1153, 964, 955,
832, 685.

EMIE m/z (int. rel.)
Espectro 1

228 [M*(100)], 211 (4), 200 (37), 185 (9), 172 (5), 157 (35), 141
(4), 129 (14), 128 (10), 103 (11), 102 (5), 77 (11), 69 (1 1), 59 (3),
51(4), 39 (1), 38 (1).

RMN-'H 500 MHz (CD,0D)
Espectro 2

7.57 2H, m, J= 8.3, 1.4, H-2’, H-6"); 7.41 (IH, d, J= 16.03, H-
8), 7.35 3H, m, J=14.4, 1.3, H-3", H-5", H-4"); 6.83 (1H, dd, J=
16.05, 0.34, H-7); 6.22 (1H, d, J= 2.2, 0.47, H-5); 5.6 (1H, d, J=
2.2, H-3); 3.86 (3H, s, OCH,;).

RMN-"C 125 MHz (CD;0D)
Espectro 3

173.6 (C-2), 166.6 (C-4), 160.3 (C-6), 136.7 (C-17), 136.6 (C-8),
130.5 (C-47), 129.9 (C-3), 128.6 (C-27), 120.0 (C-7), 102.7 (C-
5), 89.9 (C-3), 56.9 (OCHj;).

* Jen Hz, Sen ppm.
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El espectro en el IR presentd absorciones asociadas con el caracter aromdtico de la
molécula (3015, 1609 y 1556 cm™) y la presencia de -una lactona de seis mlembros altamente—rrr——-
conjugada (1729 cm™). El espectro de masas (Espectro 1) generado por 1mpacto elcctrémco
presentd el ion molecular en una relacion de m/z de 228 uma (pico base). La formula molecular
se establecié como Cis Hi2 05 y permite 9 grados de insaturaciéon. - ’

Consideraciones de tipo quimiotaxonémico, asi como la iﬁfdrma'dirérﬁfijrra.f)dﬁ‘;idﬁ'iidz'i por
la espectrometria de masas y el analisis detallado de los espectros de RMNVViEsibéctros 2y3),
permitieron establecer que el compuesto 70 era una estiril a-pirona (Klohs et al;; 1959; Young
et al., 1966; Smith, 1983; Smith et al., 1984). '

Las caracteristicas mas importantes de los espectros de RMN- del producto 70 se

describen a continuacion:

i. En el espectro de " C se observan doce sefiales lo cual indica la presencia de dos sefiales
equivalentes. Asi, en & 128.0 (C-2°, C-6"); & 129.9 (C-3°, C-5"); y & 130.5 (C-4°) se
encuentran sefiales para un anillo bencénico monosustituido. Estas seiiales, mostraron
correlacion en el espectro HSQC con los multipletes centrados en & 7.57 y 7.35
correspondientes a los hidrogenos H-2°, H-6' (/= 18.3, 1.4 Hz) .y H-3°;, H-5", H-4" (J= 14.9,
1.3 Hz), respectivamente. Las correlaciones entre estos hidrégenoé pueden se-observan en el
espectro COSY de la Figura 7. o S 7

ii. En oy/6c 6.83/120.0y &y /& 7.41/136.6 se observé un- sx st \ma -AB:correspondiente a la.
doble ligadura disustituida entre C-7 y C-8. La magmtud de la coﬁstante de acoplamiento (J=
16.05 Hz) es consistente con la disposicién trans de ]a misma. Estas sefiales muestran-
correlacion en el espectro COSY (Figura 7). |

En & 5.60 y i 6.22 se observan dos dobletes para los hidrégenos H-3 y H-5 de la porcyién

-

iii.
a-pirona, respectivamente. Los cuales, se encuentran relacionados entre si por un
acoplamiento de tipo W (/= 2.2 Hz). Estas sefiales muestran correlacién en el espectro
HSQC con las sefiales para los metinos C-3 y C-5 en & 89.4 y 102.0, respectivamente.

iv.Enéc / 8y 56.9 / 3.86 se aprecian las sefiales para un grupo metoxilo.

3
k)
.

i
e
et 1
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H-2' H-3’ H-7
H-4'

I1-8

l i —

p— -6.08

S iCTIES
~7.0

p o}

-7.2
[C‘ -7.4
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v. Por tiltimo, el espectro de RMN-"? C presenta cuatro sefiales para carbonos cuaternarios: dos
son asignables a la funcién lacténica y aparecen en'é&c 160.3 (C-6) y & 173.6 (C=0); el
tercero corresponde a un carbono ipso y se aprecia en & 136.7 (C-17); la tltima sefial

aparece en & 166.6'y corresponde al carbono unido a la funcién metoxilo.

Elana11s1sdetallado de los respectros NOESY y HMBC (Espectros 4 y 5) pérmiiier&ﬁ
establecer los Cuédros de conectividad indicados en la Figura 8, los cuales son consistentes con

la ubicacién del”gr'up’ov metoxilo en la pqsicién‘ka-;’{ de la pirona.

Figura 8. Corrélaéién&e observadas-en los espeétros’N_OESY y-HMBC del compuesto-70.

a) Correlaciones NOESY: OMe-4 con H-3 y H-5; [ b) Correlaciones HMBC: C-5 con H-3.y H-7;
H-5 con H-7. Figura 9. C-3 con H-5. Figura 10.

Con base en las evidencias presentadas el compuesto 70 se caracterizé como la
desmetoxiyangonina, una kavalactona presente en la raiz y hojas de Piper methysticum, planta
ampliamente valorada en la medicina folklérica como ansiolitico y para la preparacion de una
bebida ceremonial y estimulante (Klohs er al., 1959; Young et al., 1966; Smith, 1983, 1984). Su
aislamiento a partir de Piper sanctum constituye el segundo reporte de su presencia en el género

Piper.
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4.1.2 Caracterizacién de las fenanfrolactamas;rcefaranona B (7_1):'y pip'er"olai;:tumka :

A (72).

Los productos 71y 72 se obtuvieron en forma de agUJas amarlllas translucxd, :,cdﬁ un p'

f. de 264 °C y un p. f. mayor a 300 °C, respecnvameme Las constames espectroscoplcas y

cspectrometncas de estos alcaloides se resumen en las Cuad ros 10 y 11.

Cefaranona B (71) OCH,
Piperolactama A (72) - "OH'~

Los espectros en el IR de ambos compuestos presentan bahdaé de absbréién asociadas
con la presencia de una funcién amida y un nicleo a.rométicd (3180,'1708,’ 1676, 1656 cm™). En
el espectro del compuesto 72 se observa ademds la sefial caracteristica de un grupo hidroxilo
(3479 cm™). Sus férmulas moleculares se establecieron por EMIE (Espectros 6y 9) como Cy;
His NO; para el compuesto 71 y Cis Hyy NO; para el compuesto 72 y presentaron iones
moleculares en una relacion de m/z de 279 y 265 uma, respectivamente. En ambos casos la
férmula molecular permite 12 grados de insaturacién.

Con base en el andlisis comparativo de sus espect\ros'de ‘RMN (Espectros 7, 8, 10 y 11)
con aquellos de alcaloides de tipo aporfina y aristqlactam:iﬁ previamente descritos en’ la
literatura fue posible establecer que los productos 71 y72 poseen el nicleo fenantrolactama al
ipual que las aristolactamas (Crohare er al., ]974;': Achan el‘ al., 1984; Desai et al., 1988;

Priestap, 1989; Ruangrungsi ef al., 1992).
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Cuadro 10. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la piperolaclama A (72).

Férmula molecular

C|6H||N03

Peso molecular

265

UV (MeOH) Ay nm (log €)

234 (4.61), 262 (4.50), 276 (4.56), 284 (4.56), 319 (4.01), 384
(3.96). =

IR (MeOH) v, cm”!

3479, 3180, 2924, 1708, 1676, 1656, ‘138'2, 1270, 1129, 1072,
748, 683.

EMIE m/z (int. rel.)
Espectro 6

265 [M" (100)], 250 [M-15 (49)), 222 [M-15-28 (24)}], 193 (4),
181 (3). 166 (25), 164 (9), 151 (5), 139 (12), 133 (4), 111 (2).

RMN-'H 500 MHz (CD;0D)
Espectro 7

9.33 (IH, m, J= 6.4, 3.3, H-5); 7.85 (1H. ¢, J= 6.3, 3.3, H-8);
7.77 (1H, 5, H-2); 7.53 (2H, m, J= 6.9, 1.2, H-6, H-7); 7.16 (1H,
s, H-9); 4.09 (3H, s, OCH,).

RMN-3C 100-MHz (CD;0OD)
Espectro 8§ '

172.3 (C=0), 151.7 (C-3), 149.7 (C-4), 135.9 (C-10)", 135.7 (C-
8a)’, 129.9 (C-8), 129.2 (C-5), 128.8 (C-4b), 127.7 (C-6)°, 126.4
(C-7), 126.2 (C-10a), 116.9 (C-1)%, 116.0 (C-4a). 108.2 (C-2),
107.2 (C-9), 57.7 (OCH,).

* Jen Hz, Sen ppm; (**) valores intercambiables.

En el espectro de ** C de la piperolactama A (72) (Espectro 8) se aprecian sefiales para

16 dtomos de carbono en armonia con la formula molecular establecida. Las caracteristicas mas

relevantes de los espectros de RMN de este compuesto se resumen a continuacion:

i. Los desplazamientos quimicos observados en la regién aromatica indicaron que los anillos C

y D del nicleo base no se encontraban sustituidos (Achari et al., 1984; Priestap, 1989). Los

carbonos aromaticos correspondientes se encontraron en & 129.2 (C-5), & 127.7 (C-6), &¢

126.4 (C-6), & 129.9 (C-8) y & 107.2 (C-9), y mostraron correlacion en su espectro
HETCOR con los metinos desplazados en &; 9.33 [H-5 (J= 6.4, 3.3 Hz)], & 7.53 [H-6, H-
7(J/=6.9, 1.2 Hz)], &y 7.85 [H-8 (J=6.3,3.3 Hz)] y i 7.16 (H-9). Asi mismo, las sefiales

TR~
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~de los metinos H-5 y H-8, presentaron cuadros de conectividad en el espectro COéY con el
multiplete correspondiente a los hidrégenos aromaticos H-6 y H-7. ’ : .
Por otra parte, los carbonos cuaternarios C-4b, C-8a y C-10 de los anillos C y D se ubicaron
en & 128.8, 135.7 y 135.9, respectivamente.

ii. En & 151.7 (C-3) y & 149.7 (C-4) se observaron sefiales para dos carbonos cuaternarios
del anillo A unidos a funciones oxigenadas. Estas funciones oxigenadas deben céneéhbndéf a
un grupo metoxilo y a un grupo hidroxilo. El metoxilo se evidencié mediante la presencia de
las sefiales & /6n  57.72/4.09, en tanto que el hidroxilo se determiné por medio de st
espectros en el IR y de masas. Los carbonos cuaternarios restantes C 1, >C 10a y C-da se
encuentran desplazados a & 116.9, 126.2 y 1 16 0. La sefial observada en 5” /5c 7. 77/108 2
corresponde al metino aromatico. ubicado en el C- 2 ' ‘

iii. Por ultimo, en & 172.3 se observa una seﬁal aSIgnable al carbomlo de la lactama

El andlisis del espectro NOESY (Figura 9) fue de gran utilidad para ubicar los
sustituyentes del anillo A. Los cuadros de conectividad H-5/H-6; H-8/H-9, H-S/H-7; y H-
2/0OMe son consistentes con la ubicacion del OMe en el C-3 y el OH en ¢l C-4.

Por su parte, las caracteristicas espectroscépicas de la cefaranona B (71) (Cuadro 11),
fueron muy similares a las ya descritas para la piperolactama A (72). La diferencia bésica entre
ambas moléculas radica en el sustituyente ubicado en el carbono C-4 del nuicleo base, el cual en
el caso del compuesto 71 corresponde a un metoxilo. i ,

La ausencia del grupo hidroxilo de la cefaranona B, se mamfesté por la ausencia de la
banda de absorci6n caracteristica en su espectro en el IR mlentras que el:ion molecular presento
14 uma mas con respecto al producto 72. ‘ S

El espectro de RMN-' H (Espectros 10) de eéte pmdud_m presé;i.'té dos sefiales simples
que integran para tres hidrogenos cada una en &y 4.08_»3' j4;13,' dtribtniblés é dos  grupos

metoxilos ubicados en los C-3 y C-4, respectivamente.
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Figura 9. Espectro de RMN-'H NOESY de la piperolactama A (72).
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De nueva cuenta, el andlisis detallado de su espectro NOESY permitié confirmar la
ubicaciéon de los grupos metoxilos mediante las interacciones observadas entre”los hidrégenos

H- S/OMe 4; H-2/0OMe-3; y H-5/H-6.

La metilacion con diazometano del producto 72 genero un compuesto idéntico en todos

sus aspectos al alcaloide 71.

Cuadro 11. Constantes espectroscdpicas y &Spéctromé@ricas de la cefaranona B (71). -

Férmula molecular o C.-,VHD‘NVO;‘, i
Peso molecular 27’.97 ;
IR (MeOH) Vyg cmt” 3180, 2972, 2831, 1708, 1657, 1381, 1306, 1129, 1031, 317,:662.
EMIE m/z (int. rel.) 279 [M* (100)], 264 [M-15 (13)], 236 [M-15-28 (14)], 221 (14),
Espectro 9 209 (10), 193 (15), 181 (9), 164 (11), 165 (11), 150 (4), 140 (5).
RMN-'H 300 MHz (CDCls) 9.24 (1H, m, J= 6.3, 3.6, H-5); 7.81 (1H, ¢, J= 6.4, 3.0, H-8);
Espectro 10 7.82 (1H, s, H-2); 7.58 (2H, m, J= 6.7, 3.0, H-6, H-7); 7.07 (1H,
s, H-9); 4.13 (3H, s, OCH,-4); 4.08 (3H, s, OCH;-3).
170.3 (C=0), 155.0 (C-3), 151.8 (C-4), 136.4 (C-10), 131.4 (C-
RMN-"C 100 MHz (CDCl) 8a), 124.4 (C-8), 128.1 (C-7), 127.9 (C-5), 127.5 (C-4b), 126.0
' (C-6)°, 125.2 (C-1), 122.8 (C-4a), 121.5 (C-10a), 110.2 (C-2),
105.5 (C-9), 60.6 (OCH,-4), 57.3 (OCHj;-3).

*Jen Hz, Sen ppm.

Con base en las evidencias antes presentadas, los productos 71 y 72 se identificaron
como la cefaranona B y la piperolactama A, respectivamente. Ambos productos han sido
aislados con anterioridad de varias especies del género Piper y de las especies Fissistigma
balanse y F. oldhamii pertenecientes a la familia Annonaceae (Desai et al., 1988; Sinh ef al.,
1996; Yi-Chen Chia et al., 2000). La cefaranona B también se ha aislado a partir de

Aristolochia argentina (Aristolochiaceae), Goniothalamus velutinus (Annonaceae) y Stephania
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cephdrantha (Menispermaceae) (Crohare et al., 1974; Akasu et al., 1974; Siraj er al.; 1992).
Por lo tanto, este es el primer reporte de la cefaranona B: (71) y la pxperolactama A- (72) en-la-

especie Piper sanctum.

4 1.3 Caracterlzaclén de las amldas, N-trans-feruloiltiramina (73) y N-p-

cumarmltlramma (74)

Los productos 73 y 74, se: obtuvxeron como solidos; el primero de color amarillo pélido
identificado como la N—trans-ferulonluramma con un p. f. de 94 °C, y el segundo de color blanco
caracterizado como la N-p-cumaroiltiramina con un p. f. de 248-249 °C. En las Cuadros 12, 13
y 14, se resumen las constantes espectroscdpicas y espectrométricas para ambos productos.

Los espectros en el IR de ambos compuestos muestran bandas de absorcién intensas
asociadas con la presencia de grupos hidroxilo (3393 cm™), amida 'a;,B-iﬁSaturada (3328, 1647
cm) y bandas para anillos aromaticos (1615, 1579, 1515 cm™).

Los espectros de masas generados por EMIE para ambos productos (Espectros 11 y
14) presentan iones moleculares en un relacién de m/z de 313 y 283 uma, respectivamente.
Estos iones corresponden a las formulas moleculares C3H9N O, para el compuesto 73 y C;7H2
NO; para el compuesto 74. En ambos casos la férmula molecular permite 10 grados de
insaturacion.

Por su parte, los espectros de RMN indicaron que los compuestos 73 y 74 son amidas
de los &cidos fertlico y p-cumdrico, respectivamente, y la amina primaria tiramina (Inatani ef al.,
1981; Singh er al., 1996).

En el caso de la N-p-cumaroiltiramina (74), el espectro de '’ C (Espectro 16, Cuadro
14) presenté sefiales para 13 dtomos de carbono, lo cual indicd la presencia de cuatro seiiales
equivalentes. Las sefiales para la porcion derivada de la tiramina se observaron de la siguiente
forma:

En &c 35.8 (C-2) y & 42.5 (C-1) se encuentran dos sefiales asignables a los dos
metilenos consecutivos, los cuales correlacionan en el espectro HETCOR con los tripletes en &y

2.74 (J=17.2 Hz) y 61 3.44 (J= 7.2 Hz), respectivamente. Asi mismo, en & /& 7.39/130.5y &y

r‘rl"[?f."z I '. *';««..;_«} .
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/8 6.48/116.7 se ubicé el sistema A, B, correspondiente a los metinos H-2°, H-6"(/= 7.05, 1.8
" 'Hz) y H-3", H-5'(J= 6.6, 1.8 Hz) del anillo aromatico B. También ¢l espectro de '’ C mostro
dos carbonos cuaternarios, uno de ellos corresponde al carbono ipso (&c 13 1.37) y el segundo,

de acuerdo a la magnitud de su desplazamiento quimico (& 156.9) soporta una funcion

oxigenada.

Cuadro 12. Constantes espectroscopicas y espectrometncas de las amxdas N-trans-feruloxltlramma (73)
y N-p-cumaroiltiramina (74).

N-trans-feruloiltiramina (73) S ’ Np-cumaroxltlramma (74)
i /\D‘/OH: . ‘ .0 2, s OH
CHO. y 2 + 2 ' - o o1 1 1
TN S N A TN
H |
HO¢ HO™%
Férmula molecular
C|3H|9N04 I CI7HI7N03
Peso molecular
313 | 283
UV (MeOH) A, nm (log €)
287 (4.07), 318 (4.12). T 222 (4.78), 289 (4.71), 309 (4.32).

IR (MeOH) Ve cm1’!

3393, 3328, 2931, 1668, 1615, 1597, 1560, 1452, 13357, 2923, 1647, 1579, 1554, 1512, 1436,
1251, 1023, 973. 1223, 979. 828.

EMIE m/z (int. rel.)

315 [MH" (8)], 313 [M"(18)], 193 (51),192 (52), [ 284 [MH"* (4)], 283 [M' (7)], 164 (65), 147
177 (100), 149 (10), 145 (24), 120 (24), 107 (12), | (100), 120 (47), 119 (19), 107 (11), 91 (16), 77
89 (10), 77 (9), 65 (2), 51 (2). (6), 65 (7), 63 (2).

Por otro lado, la porcién derivada del acido p-cumarico presenté las siguientes sefiales:
Un sistema AB en &y /8¢ 6.37/118.3 y 84/6: 7.43/141.7 asignable a la doble ligadura
entre el C-2 y C-3, respectivamente. La magnitud de la constante de acoplamiento (/= 15.6 Hz)

es consistente con la disposicion trans de la doble ligadura. El acoplamicnto entre estos metinos
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se observd en su espectro COSY y cl carbonilo de la ‘amida dr-ﬂ-ins‘gﬂtu:ljada; seublcoen 5c
169.2. Por altimo, las sefiales para el anillo aromatico "A'de'la’ porciéh:def;x\f:zida:’ﬁcl:';écido p- -
cumarico, confirmaron un sistema A; B, en &y 7.04 y 5;; 6. 71 relamonado a los metmos H-2’,
H-6'(/=6.6, 2.1 Hz) y H-3", H-5'(J= 6.3, 2.1 Hz), respectlvamente Los carbonos cuatemanos
para este anillo se ubicaron en & 127 6 para. el carbono I[).SO Y, 5c 160 6 para el carbono base”

de oxigeno y los carbonos correspondientes a los mctmos aromatlcos se encuentran en 5c 130.7

(C-2°,C-6") y & 116.2(C-3°, C-5°).

Cuadro 13. Datos de RMN-'H (300 MHz, CD;0D) de los compuestos 73 y 74.

N-trans-feruloiltiramina (73) N-p-cumaroiltiramina (74)
tiramina tiramina
CH,-1 345Q2H, 1,J=17.2) CH;-1 3.44 (2H,+,J=17.2)
CH,-2 2,74 2H, 1,J=7.2) CH,-2 2.74 (2H, ¢, J=7.2)
H-2", H-6" 7.05 2H, dd, J= 6.6, 2.1) H-2%, H-6" 7.39 (2H, dd, J=17.05, 1.8)
H-3’, H-5" 6.72 (2H, dd, J= 6.5, 1.8) H-3°, H-5" 6.48 (2H, dd, J= 6.6, 1.8)
feruloil cumaroil '
H-2 6.4 (1H, d, J= 15.6) H-2 ; 6.37 (1H, d, J= 15.6)
H-3 7.42 (1H, d, /= 15.6) H-3: 7.43 (1H, d, /= 16.2)
H-2" 7.1 (IH, d, J=1.8) H-2", H-6" "+ | - 7.04 (2H, dd, J= 6.6, 2.1)
H-5° 6.79(1H, d,J=8.1) H-3, H=5"" " .| 6.71.(2H, dd, J= 6.3, 2.1)
H-6° 6.98 (IH, dd, J=17.2, 2.1) ; :
OCH;,4 3.87 (34, 5)

* Jen Hz, Sen ppm.

Los espectros de RMN de la V-trans-feruloiltiramina (73) (Espectros 12 y 13) fueron
muy similares a los del compuesto 74. La principal diferencia radica en las sefales
correspondientes a la funcién derivada del acido, que en este caso corresponde al fertilico. Por
lo tanto, las sefales del sistema A, B asignables a la porcion del dcido p-cumidrico en el
compuesto 74 sc¢ cncuentran sustituidas por un sistema ABX en ¢l producto 73 (ver
Cuadrol3). Asi mismo. el espectro de masas presentd un incremento de 30 uma con respecto al
producto 74. La constante de acoplamiento de 15.6 Hz del doble enlace indicé su configuracion

de tipo trans.
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Cuadro 14. Datos de RMN-'2C (100, 75.5 MHz, CD;0D) de los compuestos 73 y 74.

N-trans-feruloiltiramina (73) N-p-cumaroiltiramina (74)
tiramina tiramina
C-1 424 . C-1 42.5
c-2 ) 357 - Cc-2 35.8
C-1° 131.3 C-1’ 131.3
C-2°,C-6" 130.7d- Cc-2°,C-6" 130.5
C-3°, C-5° - T162d -C-3, C-5’ 116.7
C-4 1568, Cc-4° 156.9
feruloil <= |7 et cumaroil
C=0- =~ T 169.1 C=0 169.2
Cc-2. : 1115 C-2 118.3
C-3. 1419 C-3 141.3
C-1" i - 149.8 C-1’ 127.6
E 02V I8 118.8 Cc-2',C-6" 130.7
“C-3° “124.7 C-3°, C-5° 116.2
c-4: - 149.3 Cc-4’ 160.6
c-5" . 116.4
C-6’ 123.2
OCH; 56.4
*Sen ppm )

Resultados y Discusion.

Finalmente, cabe mencionar que esta es la primera descripcién de los compuestos 73 y

74 en la especie Piper sanctum. Sin embargo, ambos productos naturales han sido descritos

como constituyentes del género Piper en las especies P. argyrophylum y P. nigrum (Inatani et

al., 1981; Singh et al., 1996). Estos compuestos se han aislado de otras especies pertenecientes

a las familias Solanaceae, Aristolochiaceae, Papaveraceae y Menispermaceae (Yoshihara et «f.,

1978; Hussain er al., 1982; Zhao et al., 1992).

3
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4.1.4 Actividad antimicobacteriana de los productos naturales aislados.

El potencial antifimico de los metabolitos secundarios aislados de las fracciones F», Fs,
Fs, Fs y Fo de P. sanctum se determind mediante la evaluacion de la inhibicion del crecimiento
de M. tuberculosis utilizando el método fluorimétrico de “azul de alamar” descrito por Collins y
Franzblau (1997) (inciso 3.3.1). Los resﬁltadés dé este bioensayo se encuentran expresados
como concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del crecimiento de la micobacteria y se
incluyen en la Cuadro 15. El criterio de.actividad empleado considera como activo a un
compuesto que presente una CMI menor o igual a 128, y exceptuando a los compuestos 68 y
69, todos los compuestos 'airsl:a‘do.s' pfésentan actividad antifimica significativa; siendo la
cefaranona B (71), la 5,6-des‘hidrvo-7,8-’dihidrometisticina (6) y la piperolactama A (72) los
antifimicos de mayor potencia 'seguidos  por los  productos cefaradiona A (1),

desmetoxiyangonina (70) y N-p-cumaroiltiramina (74).

Cuadro 15. Actividad antimicobacteriana de los compuestos
aislados de P. sanctum.

Compuesto Actividad antimicobacteriana
CMI (ug / mlL)

Cefaradiona A (1) 32
5,6-Deshidro-7,8-
dihidrometisticina (6) 4
Z-Piperdlida (10) 64
Eugenol (68) > 128
p-éler metilico del eugenol (69) > 128
Desmetoxiyangonina (70) 32
Cefaranona B (71) 2
Piperolactama A (72) 8
N-trans-feruloiltiramina (73) 128
N-p-cumaroiltiramina (74) 32
Rifampina * , 0.25

* control positivo.

A la fecha, no se ha descrito ningin estudio relacionado con la actividad

antimicobacteriana para estos compuestos, de manera tal que este trabajo representa el primer
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reporte de actividad antifimica de los productos naturales aislados. Sin embargo, se ha descrito
que “las kavalactonas (estiril a-pironas) poseen efectos anestésicos, analgésicos, relajantes,
antiepilépticos, antimicéticos, ansioliticos y anticonvulsivos (Shulgin, 1973; Duve, 1981; Volz y
Kieser, 1997; Boonen y Hiberlein, 1998). Asi mismo, la desmetoxiyangonina presento
propxedades ansioliticas en un estudio realizado por Boonen y Héberlein (1998).

Por otra parte, algunos estudios han comprobado que la piperolactama A mlﬁbé.
completamente la agregaclon plaqueta.rla inducida por el colageno y el 4dcido araquidénico, en
tanto que la cefaranona Bila promueve (Yi Chen-Chia et al., 2000). Las amidas 73 y 74"
presentaron actmdad citotoxica in wtro y son selectlvas contra las lineas celulares’ denvadas de
carcinoma de seno Ademas, la N- p-cumaronluramma (74) mostré actividad citotéxica selectlva

contra lineas celulares denvadas de cancer de pulmon y colon (Zhao etal., 1992)

4.2 Estudio fitoquimico de la especie Flourensia cernua D. C.

Para la preparacion del extracto vegetal a gran escala a partir de las hojas de F. cernua,
se utilizdé un proceso de maceracién (inciso 3.4). Posteriormente, el extracto fitotdxico se
sometié a un fraccionamiento preliminar mediante métodos cromatograficos generando diez
grupos de fracciones primarias (F; a Fyp, Cuadro 6); su evaluacién bioldgica mediante el
bioensayo cuantitativo de la caja de Petri (Anaya et al., 1995), determin6é que la actividad se
concentraba en las fracciones F2, F4, Fs, Fs y Fq. Los resultados de fitotoxicidad para cada una
de las fracciones se resumen en la Cuadro 16.

El aislamiento y la purificacion de los compuestos presentes en las fracciones primarias
fitotéxicas F4, Fs, Fg y Fy, se realizd a través de diversos andlisis cromatograficos conduciendo
al aislamiento de ocho metabolitos secundarios los cuales incluyen; cuatro flavonoides [3,7-éter
dimetilico de la quercetina (76), paquipodol (78), kumatakenina (15) y ermanina (79)], un
derivado del dcido benzdico [orselinato de metilo (75)], un derivado del acido cinamico [p-
hidroxicinamato de heneicosanilo (77)] y dos sesquiterpenoides |acido deshidroflourénsico (80)
y flourensadiol (23)]. Cabe mencionar, que esta es la primera descripcion de los flavonoides 76,

78 y 79, asi como de los compuestos 75, 77 y 80 en esta especie; asi mismo, el acido
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deshidroflourénsico constituye un nuevo producto natural. Las estructuras de los compuestos

aislados y su rendimiento” en relacién al* peso™ del- material :vegetal seco se presentan en el

Cuadro 17.

Cuadro 16. Actividad fitotoxica de las fracciones primarias
obtenidas del extracto de F. cernua.

Fraccién Clso (ppm) del crecimiento radicular.
A. hypochondriacus E. crus-galli

extracto 300 >1000
Fy >1000 886.67
*F, 172.39 >1000
Fs >1000 >1000
*Fy 143.82 162.25
*Fs 195.08 279.5
*Fe 316.22 152.98
*F; 13539 358.31
Fy >1000 >1000

Fo >1000 >1000

Fio >1000 >1000

* F, = fraccion no estudiada (poca cantidad de muestra).
* Fracciones fitotéxicas.

En general, los compuestos aislados se caracterizaron mediante la aplicécién de técnicas
espectroscopicas y espectrométricas convencionales. De nueva cuenta, la identificacion de los
compuestos 15, 23, 76, 78 y 79 se realiz6 pof comparacion-de sus constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas con las deeséritas previamente en la literatura (Dillon ef al.,
1976, 1977; Kingston et al., 1971,1975; Pettersen ef al., 1975; Wollenweber y Yatskievych,
1985) encontrandose en todos los casos una perfecta concordancia entre las constantes

obtenidas y las reportadas.
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“Cuadro 17. Metabolitos secundarios aislados de las hojas de la especic F. cernua.

COMPUESTOS AISLADOS. RENDIMIENTO (%)
(con base en el peso del material vegetal seco).

(76)5.10x 10
(78)13.7x 10

R, R, R;

(76) OCH; OH OH
(78) OCH; OCH; OH

3,7-Zéter"dimeu'lico de la quercetina (76)
’ Paquipodol (78)

(15)6.5x10*

(79)219x 10
Ry R,

Kumatakenina (15) OCH, OH
Ermanina (79) OH OCH;

23)39x10°

Flourensadiol (23)

riiulats




-Cuadro 17.—Metabolito$ secundarios aislados de las 'hoja‘s de la especie F. cernua (continuacion).

Resultados y Discusion.

COMPUESTOS AISLADOS,

RENDIMIENTO (%)

= (con base en el peso del material vegetal seco).

Orselinato de metilo (75)

(75)5.9x 10"

N"N0(CHuCH; -
HO ‘

p- Hidroxicinamato de heneico‘sanillo a7

(7780 x 10"

Acido deshidroflourénsico (80)

(80)26.3 %10

A continuacién se describiré la elucidacién estructural de los compuestos fitotéxicos 75

y 80.

RGO FinT

65



Resultados y Discusion.

4.2.1 Caracterizacion del écidb deshidroﬂdurénsico (80)7

El compuesto 80 se obtuvo como ‘un sohdo wtreo de color cafe Sus constantes

espectroscépicas y espectrometncas se resumen en la Cuadro 18.

Acido deshidroflourénsico.

Cuadro 18. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas del dcido deshidroflourénsico (80).

Férmula molecular CisHxO5
Peso molecular 248
UV (MeOH) A nm 203, 237.

IR (CHCl3) Vi em’!

3000, 2960, 2929, 1693, 1623, 1421, 1088, 948.

Rotacién optica [« |
(CH,Cly, 1 mg/mL).

-52°

EMIE m/z (int. rel.)
Figura 13

248 [M" (90)], 233 [M-15 (47)], 260 [M-C; He (100)], 191 (85), 174
(36), 160 (44), 145 (29), 135 (27), 107 (28), 91 (40), 79 (34), 77 (26),
65 (13), 53 (13).

RMN-'H 300 MHz (CDCl;)
Figura 10

6.59 (1H, ¢, J= 3.6, H-1); 6.38 (1H, s, H-13); 5.67 (1H, 5, H-137); 2.88
(1H, m, H-7); 2.51 (1H, brd, J= 17.4, 4.2, 2.4, H-8); 2.41 (IH, dd, J=
17.4,12.3, H-8"); 2.23 (2H, m, H-2); 2.13 (1H, dd, J= 13.8, 4.8, 2.4, H-
6); 1.68 (1H, m, H-4); 1.5 (3H, m, H-3, H-6"); 0.96 (3H, 5. CH;-15);
0.93 (3H, d, J= 6.6, CH;-14).

RMN-"C 75 MHz (CDCl5)
Figura 15

203.2 (C=0 cetona), 170.8 (C=0 dcido), 144.2 (C-10), 142.6 (C-11),
135.7 (C-1), 126.2 (C-13), 43.3 (C-8), 42.0 (C-6), 38.2 (C-4), 36.0 (C-
5), 33.3 (C-7), 26.4 (C-3), 25.5 (C-2), 25.0 (CH;-15), 16.0 (CH;-14).

* Jen Hz, &en ppm.
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El espectro en el IR del compuesto 80 mostré bandas de absorcion asociadas con la
presencia de grupos carbonilo conjugados incluyendo la de un acido carboxilico (3100-3000,
1693, 1690, 1623 cm™). El espectro de masas generado por impacto electrénico present6 el ion
molecular en una relacion de m/z de 248 uma. La férmula molecular se establecié como Cs Hao
O; y permlle 6 grados de insaturacién.

El analisis detallado de sus espectros de RMN (Cuadro 18 Flguras 10 a 12) permmo

determinar que el compuesto 80 es un sesqunterpenoxde de t_lpo eremoﬁlapo .relacyonado con el

dcido flourénsico (Kingston et al., 1971 .1975) .y . el aldel 10), _11(1
eremofiladien-12-al (Abell, 1985) aislados prev1amente de las esp crcs FI nsmcernua y
Eremophila rotundifolia, respectivamente. et e

La principal diferencia entre los espectros de KMN 13C del aldeh1do>9-oxo 1(10)

11(13)-eremofiladien-12-al y del 4cido 80 radica en que la sefial del grupo aldehldo (é‘c 194 O)
se encuentra sustituida por la de un grupo carboxilo (& 170.8). Por otra parte, la diferencia mas
importante entre los espectros de RMN del producto 80 y los del 4cido flourénsico (22) consiste
cen la presencia de una doble ligadura adicional entre los carbonos C-1 (& /8y 135.7/ 6.59) y
C10 (& 144.2).

El analisis del espectro de masas del producto natural (Figura. 13) corroboro la p051010n
de la cetona a-finsaturada y los grupos metilo en el nicleo eremoﬁl'mo Asn, de acuerdo al
patron de fragmentacion, el fragmento (M-15) observado en una relacxon de m/z de 233 uma y
el producido por una fragmentacion de tipo retro-Diels-Alder (M-C; He, plCO base) en una
relacion de m/z de 206 uma, son consistentes con la presencia de los grupos metilos en los
carbonos C-4 y C-5, asi como de una doble ligadura entre C-1 y C-10.

El patrén de acoplamiento observado por los hidrogenos de los metilenos en C-6 [&y
213 (1H, dd, J=13.8, 4.8, 2.4, H-6); & 1.5 (1H, m, H-6")] y en C-8 [&i 2.51 (1H, brd, J=
17.4, 4.2, 2.4, H-8); oy 2.41 (1H, dd, J= 17.4, 12.3, H-8")] es consistente con la disposicion
ccuatorial de la porcién del 4cido a-Finsaturado en el C-7. Asi mismo, las interacciones de H-
4 [H-4/H-6ax, H-6eq, H-7 y H-8eq] y del metilo en el C-14 [CH;-14/CH;-15, H-6ax] en el

espectro NOESY (Figura 14) indican que los metilos en los carbonos C-4 y C-5 se encuentran
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en la misma cara de la molécula que la cadena de tres carbonos del producto 80 en C-7 (&.
33.3). Por lo tanto, la estercoquimica relativa de los centros quirales es igual a’la del acido
flourénsico (22) y la del aldehido 9-oxo-1(10), 11(13)-eremofiladien-12-al (Kingston et al.,

1971, 1975; Abell, 1985).
De esta manera, el compuesto 80 se caractenzo ~como el acldo desh:droﬂourenslco

(écndo 9-ox0- 1(]0), 11(13) eremofiladien-12-6ico), un nuevo. producto natural Cabe destacar
que-la configuracion absoluta de los centros quirales se considera igual a la del acido flourénsico

con base en consideraciones biogenéticas (Kingston et al., 1975).

Figura 14, C‘orrelaciones mas importantes observadas en el espectro NOESY del compuesto 80.
4.2.2 Caraéterizacién_ del"orselinato,de metilo (75).

El compuesto 75 de Obtﬁy0~cpmo un sélido axnarillo con.un p. f. de 136-138.°C; sus

constantes espectroscépicas y espectrqmétricas se resumen en la Cuadro 19
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Oféeliﬁai& dg}heili'lo .

Cuadro 19. Constantes éspg:aégtroslpépit;as,;'y ¢§pe_<_:'t1|;'o‘n'1yétricas del orselinato de metilo (75).

Férmula molecular i

o C9

Peso morlecl_yxrla‘r‘ ~

182

IR (KB) Vyay cm™

3368, 3310, 2955, 2917, 2848, 1704, 1642, 1581, 1502, 1445,
1445, 1379; 1313, 1256, 1112, 951, 701, 622. L

EMIE m/z (int. rel.)

2182 [M*(53)], 151 (33), 150 (100), 122 (40),}121(f,6);;i’94(f7).'.‘

RMN-'H 300 MHz (CDCl5)
Espectro 18

11.73 (1H, 5, OH-2); 6.26 (1H, d, J= 3.0, H- 3); 622 (1H, dd, J=
3.0, 0.57, H-5); 5.4 (I, 5, OH-4); 3.91 (3H, s, ocn,-z),247v
(3H, s, CH; -3°). ‘

RMN-"C 75 MHz (CDCl,)
Espectro 19

172.1 (C=0), 165.3 (C-2), 160.2 (C-4), 143.9/(C- 6), lll 3 (C 5)y
105.6 (C-1), 101.2 (C-3), 51.8 (OCH,;-2%), 242(CH3 -3 )

*Jen Hz, Sen ppm.

El espectro ¢n el IR mostr6 absorciones asociadas con la presencia.de grupos. hidroxilo

(3368 cm''), aromaticidad (2955, 1642, 1581 cm™) y carbonilo de éster (1704 cm™). El espectro

de masas generado por este compuesto present6 el ion molecular en una relacion de m/z de 182

uma correspondiente a la formula molecular Co Hi0Oy4 , la cual permite S grados de insaturacién.
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Resultados y Discusion.

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas 'y el analisis dctallado de
los espectros de RMN (Espectros 18 y 19) permitieron establecer que el compuesto 75 es un
derivado del 4cido orselinico (Witiak er al., 1967). Las caracteristicas mas importantes de los

espectros de RMN se describen a continuacion:

e El espectro de " C mostré seflales para 9 carbonos en armonia con la formula:molecular .
establecida. Este espectro en su modahdad DEPT permitié detectar dos carbonos de metinos
en & 101.2(C-3)y & 1113 (C 5) de un anillo aromdtico letrasusutmdo Estas seﬁales
correlacionaron en el espectro HETCOR con el doblete en &y 6.26 y con el doble dg doble
en & 6.22, respectivamente. La magnitud de su constante de acoplamiento (/= ‘3.0 Hz)
indicéd una relaciéon de tipo meta entre ambos hidrégenos.

e En & 172.]1 se observé un singulete asignado al carbonilo de la funcion éster evidenciada en
su espectro en el IR. La seifiales para el metoxilo de esta funcion se ubicaron en du /dc
3.91/51.

e En & /& 2.47/24.2 aparecen las sefiales caracteristicas para un metilo sobre. anillo
aromatico.

Asi mismo, el espectro DEPT mostré la presencia de cuatro carbonos cuaternarios aromaticos;

dos de los cuales [6c 160.2 (C-4) y & 165.3 (C-2)] se encuentran sustituidos con funciones

oxigenadas de acuerdo con la magnitud de su desplazamiento quimico. Estas funciones
oxigenadas corresponden a dos grupos hidroxilo previamente indicados en su espectro en el IR.

La presencia de la sefial en &y 11.7 para un hidroxilo quelatado, indica que este se encuentra en

posicion orto a la funcién carboximetilo. Los dos carbonos cuaternarios restantes ubicados en

& 1439 (C-6) y & 105.6 (C-1), corresponden a los carbonos ipso que soportan a las

funciones metilo y carboximetilo, respectivamente. Por otra parte, el desplazamiento quimico

observado para los metinos H-3 y H-5, asi como la correlacion detectada entre H-5 y el metilo
en el espectro NOESY (Figura 16), permitieron ubicar al metilo en la posicion C-6 del anillo
aromatico.

Con basc en las evidencias presentadas, el compuesto 75 se caracterizd como el

orsclinato de metilo, este producto ha sido aislado previamente del liquen Parmotrema
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tinctorum (Parmeliaceae) (Rojas ef al., 2000) y este estudio constituye el primer repdrte de su

aislamiento en la especie F. cernua.
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Figura 16. Espectro de RMN-'H NOESY del orselinato de metilo (75).
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4.2.3 Actividad fitotéxica de los productos naturales aislados.

El potencial fitotéxico de los metabolit'oé secundarios aislados de las fracciones activas
de F. cernua se determiné mediante la evaluacién de su efecto sobre el crecimiento radicular y
la germinacién de las semillas de 4. Aypochondriacus y E. crus-galli utilizando el método de la
caja de Petri (inciso 3.3.2.1). Los resultados de estas pruebas se encuentran expresados como
concentraciones inhibitorias medias (Clso) del crecimiento radicular y se mueétran en la Cuadro
20. Como puede apreciarse el acido deshidroflourénsico (80) y el orselinato de metilo (75)
inhibieron significativamente el crecimiento radicular de las dosQar‘\vfehsvcs de prueba, en-tanto
que el flourensadiol (23) solo tuvo efecto significativo sobré A.hypochondriacus. L‘os
flavonoides 15, 76, 78 y 79, asi como el p-hidroxicinamato de henéicosanﬂo'(77) no aféctaroni el

crecimiento de las especies de prueba.

Cuadro 20. Actividad fitotéxica de los compuestos aislados de F. cernua.

Compuesto Crecimiento radicular CIsy (M)

A. hypochondriacus E. crus-galli
Kumatakenina (15) >3.18 x 10?3 > 3.18x 107
Acido deshidroflourénsico (80) 1.96 x 104 6.2 x 10"
Flourensadiol (23) 4.12 x 10 >42x103
Orselinato de metilo (75) 2.9x 10° 3.1x10*
3,7-éter dimetilico de la
quercetina (76) >3.0x 107 >3.0x10?
p-Hidroxicinamato de
heneicosanilo (77) >2,12x10? >2.12x 107
Paquipodol (78) >2.9x10° >29x107?
Ermanina (79) >3.18 x 107 >3.18x%x 107
24-D* 1.8 x 10 >2.3x 10"

* control positivo,

Por otra parte, estudios previos de evaluacion biolégica realizados en la especie 7.
cernua, indicaron actividad fitotoxica en los extractos de hexano y éter etilico preparados a
partir de sus hojas (Dayan y Tellez, 1999 Tellez ef al., 2001); sin embargo, no existen reportes

de fitotoxicidad para los compuestos 23 y 80. El compuesto 75 fue aislado previamente del
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 Resuliados y Discusidn.
liquen Parmotrema tinctorum y en este estudio se comprobd su actividad inhibitoria sobre la
germinacion-y crecimiento radicular de las arvenses A. hypochondriacus.y. E--crus-galli-(Rojas
et al., 2000). ‘ i

Es importante ‘mencionar que el extracto y los productos aislados de F. cernua se
evaluaron también ‘en los laboratorios de la compafiia BASF para determinar su actividad
fitotéxica a nivel posemergente. Estas evaluaciones se llevaron a cabo"cohfo parte del convenio
realizado con la Universidad de Arizona a través de proyecto “Bibaciﬂe Agehts from Dryland
of Latin America”. Los resultados obtenidos se muestran en el Apéndice [ y como puede
apreciarse, el acido deshidroflourénsico (80) (clave F075) y- el flourensadiol (23) (clave F025)
inhiben significativamente el crecimiento vegetal de una especie de Arabidopsis y de un pasto

comtin conocido en inglés como “bentgrass”.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

1. Los resultados de la presente investigacién corroboran que la seleccion de especies vegetales
con base en los criterios etnomédico y ecoldgico en conjunto con la determinaciéon de su
potencial bioldgico mediante las evaluaciones apropiadas pueden conducir al descubrimiento -

de productos de posible utilidad terapéutica y agroquimica.

2. El estudio ﬁtoqmmxco blodmgldo del extracto antimicobacteriano preparado a partir de-los -

tallos de Plper sam:tum ‘permiti6 el aislamiento de diez metabolitos secundarios identificados

como la cefaradlonav;A (1) la 5,6-deshidro-7,8-dihidrometisticina (6), la Z-piperélida (10), el

j e,ug'e,nol)(6( _etc‘f metlhco del eugenol (69), la desmetoxiyangonina (70), la cefaranona B
7 1), la plperolactama A(72), la N-lrans-ferulonltlrannna (73) y la N-p-cumaroiltiramina (74).

De estos productos los cuatro ultimos se describen por primera vez en esta especie.

3. Todos los productos naturales aislados de Piper sanctum con excepcion de los compuestos
68 y 69 presentaron actividad inhibitoria significativa sobre el crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis y son candidatos apropiados para el desarrollo de nuevos firmacos antifimicos.
La cefaranona B resulté ser el compuesto antifimico de mayor potencia (CMI de 2 pg/mL),
seguida por la 5,6-deshidro-7,8-dihidrometisticina (CMI de 4 pg/mL) y la piperolactama A
(CMI de 8 pg/mL). La cefaradiona A, la desmetoxiyangonina y la N-p-cumaroiltiramina
presentaron una CMI de 32 pg/mL, la piperdlida de 64 pg/mL y la N-trans-feruloiltiramina
de 128 pg/ml. Con base en los reportes de citotoxicidad descritos para las amidas N-trans-
feruloiltiramina y N-p-cumaroiltiramina estas no se consideran adecuadas para el desarrollo

de antifimicos.

4. El analisis de difraccion de rayos X de la Z-piperolida permitié confirmar su estructura y la

configuracion Z en ¢l estado sélido de la doble ligadura entre los carbonos C-5 y C-6.

79



Resumen y Conclusiones.

5. La presencia de kavalactonas en la especic P. sanctum podria estar relacionada con su uso
popular en la medicina tradicional para el tratamiento de dolores (cabeza, estomacales - y
musculares) y trastornos en la matriz posparto debido a sus propiedades analgésicas,
anestésicas y antisépticas comprobadas (Shulgin, 1973; Duve, 1981; Volz y Kieser, 1997;
Boonen y Hiiberlein, 1998). Ademads, su uso en trastornos respiratorios como asma, tos y
gripa pueden deberse a las propiedades antiinflamatorias de la piperolactama A. Por altimo,
la presencia del eugenol con propiedades anestésicas bien conocidas posiblemente se

encuentre vinculado al empleo de la planta para tratar dolores de muela.

6. El estudio fitoquimico biodirigido  del extracto fitotdxico de la especie Flourensia cernua,
permitié el aislamiento de cuatro flavonoides identificados como la kumatakenina (15), el 3,
7-éter dimetilico de la quercetina (76), el paquipodol (78) y la ermanina (79), ademas del
flourensadiol (23), el'or’selinato de metilo (75), el p-hidroxicinamato de heneicosanilo (77) y
el acido deshidroflourénsico - (80). Este estudio representa el primer reporte de los
compuestos 75, 76, 77, 78, 79 y 80 en esta especie y la primera descripcion de los productos
75 y 77 en cl género Flourensia. De manera adicional, el dcido deshidroflourénsico

constituye un nuevo producto natural.

7. El orselinato de metilo, el flourensadiol y el 4cido deshidroflourénsico presentaron
propiedades fitotoxicas notables de tipo preemergente sobre Amaranthus hypochondriacus.
El dcido deshidroflourénsico y el flourensadiol presentaron actividad de tipo poseméfgente

sobre las malezas Arabidopsis y “Bentgrass". En consecuencia estos productos constituyen
candidatos valiosos para el desarrollo de herbicidas verdes. Asi, estos pfoductos pudieran ser
los principios activos responsables de la actividad fitotéxica y algicida de diferentes extractos

de F. cernua reportados por otros autores.

8. Este estudio contribuye al conocimiento de la quimica de las especies Piper sanctum y
Flourensia cernua, asi como del género Flourensia, y pone de manifiesto el potencial de
ambas especies como fucntes de compuestos con actividad antifimica y fitotoxica,

rcspectivamenlc.
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Fractions Received for Herbicide Testing

Cyanamid/BASF Lead Fraction

Activity in Herbicide Screen

Plant Name UABG Source Code Fractions Received
Cosmos prnglei 05785 EL 41239
FOO1 active
F003 active
F004 active
F005 active
F006 active
FOO7 active
F008 active
Foos active
FO10 acltive
F002, FO11-FO14 inactive
F023-FO61 inactive
F083-F084 active on Chlamydomonas
Flourensia cernua POS1F9 EL 40815
Fo1 pure compound inactive
FO11, A-G never received samples
F012 pure compound inactive
FO13
F005-A inactive
FO06-A pure compound inactive
F006-8 pure compound inactive
FOO7-A pure compound inactive
Fos58 pure compound inactive
F060 pure compound slightly active on Arabidopsis
FO49 pure compound inactive
FO059 pure compound inactive
FO75 pure compound " active on Arabidopsis & Bentgrass
FO34 organic aclive on Bentgrass
F007-i organic inactive
FOO7-1l organic inactive
FOO7-1L-tv oiganic active on Arabidopsis & Benlgrass
Foo7-v organic active on Arabidopsis & Benlgrass
FOo7-vi organic active on Arabidopsis & Bentgrass
FOO7-ViI-vill organic active on Arabidopsis & Bentgrass
F024 organic aclive on Arabidopsis & Benigrass
F025 organic active on Arabidopsis & Bentgrass
FO26 organic active on Arabidopsis
FO39 organic mnactive
FO79 pure compound active on Arabidopsis & Benlgrass
F086 pure compound active on Arabidopsis & Bentgrass
Leucophyllum ambgiuvum P0O51G2 EL 40760
F020 inactive
F055 pure compound aclive on Bentgrass
F063 pure compound inactive
FO64 pure compound active on Arabidopsis & Benlgrass
FO75 pure compound active on Benlgrass
Foa7 pure compound inactive
FO88 pure compound inaclive
FO89 pure compound inactive
Haematoxylon brasiletto PO51F5
F063-64 never received
F075-76 never recetved
F097, FO9% never received
Piper sanclum POGI1C3
F013 never received
Amphyplenngur adstnngens P05709
FO17 inactive
Fo14 never recewved
F025-A8 nevef receved
FO21 never receved
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APENDICE II.

Espectros.
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