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Resumen

La especie Piper tuberculatum Jac, perteneciente a la familia Piperaceae, conocida
comunmente como “cordocillo”, fue recolectada en la parroquia 12 de Diciembre del cantén
Pindal perteneciente a la provincia de Loja con el objetivo de identificar metabolitos
secundarios a partir del estudio fitoquimico.

Mediante técnicas de maceracion, filtracién y concentracion al vacio se obtuvo el
extracto en acetato de etilo, a partir del cual se aisl6 e identifico una mezcla de 2 alcaloides:
piperlongumina y dihidropiperlonguminina. La identificacion de estas moléculas se logro
mediante Resonancia Magnetica Nuclear (RMN), H, *C, Punto de Fusion y Experimentos
Tocsy.

Palabras clave: Piper tuberculatum Jac, piperlonguminina, dihidropiperlonguminina,

Experimentos Tocsy.



Abstract

The Piper tuberculatum Jac species, belonging to the Piperaceae family, commonly
known as “cordoncillo”, was collected in 12 de Diciembre parish of the county of Pindal
belonging to the province of Loja with the aim of identifying secondary metabolites from the
phytochemical study.

Acetate extract was obtained through maceration, filtration, and concentration in
vacuo, a mixture of 2 alkaloids was isolated and identified: piperlonguminna and
dihydropiperlonguminina. The identification of these molecules was achieved by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), *H, 13C, Melting Point and Tocsy Experiments.

Keywords: Piper tuberculatum Jac, piperlonguminina, dihydropiperlonguminina, Tocsy

Experiments.



Introduccion

Latinoamérica y el Caribe conforman el 15 % de la extension del planeta, debido a su
gran diversidad y ecoregiones bioldégicamente diversas (Martinez, 2013). Ecuador se
encuentra catalogada dentro de los primeros 17 paises que presentan la mayor mega
diversidad a nivel mundial, dada su ubicacién geogréfica y al ser atravesado por la cordillera
de los Andes predispone a este sitio a una gran variedad de microclimas desde la humedad
de la Amazonia hasta el seco ecosistema del sur, generando de esta manera una inmensa
extension de especies y ecosistemas (Castillo et al., 2017).

Debido a estas extensas regiones naturales, el uso de la medicina tradicional o
alternativa que deriva de las plantas medicinales, sigue siendo una practica habitual que no
ha desaparecido con el pasar de los siglos (Garcia et al., 2013). El uso de plantas medicinales
data aproximadamente hace unos 4000-5000 aC, siendo el primer sistema de salud de las
culturas ancestrales (Hosseinzadeh et al., 2015). Segun Organizacion Mundial de la salud
(OMS, 2020), la medicina tradicional es la primera fuente de asistencia médica ya que se
registra hasta un 80 % de uso dentro de los sistemas publicos en algunos paises en vias de
desarrollo.

El desarrollo de nuevas formas de procesar derivados de plantas, ha sido de gran
interés debido a la produccion de metabolitos que se enmarcan hacia procesos
farmacéuticos, alimenticios o cosmética (Pérez y Jimenez, 2011). De la misma forma son
establecidas como una fuente prometedora de nuevos farmacos, debido a la generacion de
metabolitos secundarios, los cuales han producido actualmente cerca del 50% de nuevos
medicamentos en el periodo comprendido entre 1981-2010 (Alvin et al., 2014).

En Ecuador el enfoque de los estudios de plantas medicinales presenta mayor interés
en la region Central Andina y Amazoénica debido a su gran diversidad de zona (Paredes et al.,
2015). La provincia de Loja dada su ubicacion geogréafica y debido a la variedades

altitudinales, presenta una geomorfologia y una gran diversidad cuencas hidrograficas que



ha permitido diversificar la flora y fauna, en la regién sur del pais (Mendoza et al., 2017; Ojeda
et al., 2018).

La Familia Piperaceae se encuentra enmarcada dentro de las angiospermas mas
primitivas, tenido aproximadamente 4000 especies en regiones tropicales, siendo el género
P. tuberculatum un productor de amidas y de metabolitos secundarios, ademas de presentar
actividad bioldgica antimicética, insecticida y apoptética de células cancerigenas (Cotinguiba
et al., 2017). Una de las especies mas relevante es la denomina Piper tuberculatum Jac,
empleada en el tratamiento de afecciones respiratorias, digestivas, antinflamatorias,
antimicrobianas y miméticas (Dos Santos et al., 2017).

Los métodos empleados en el proceso de extraccion de metabolitos secundarios son
de caracter empirico debido al uso de solventes y técnicas que se acoplen a este proceso,
siendo una de estas la técnica de cromatografia que se basa en la separacion de las
moléculas en funcién de su tamafio formay carga en base a este principio se pudo determinar
dos variantes de cromatografia la denominada cromatografia en columna y la cromatografia
en capa fina, la primera implicada en el intercambio iénico, tamices moleculares y fendmenos
de absorcién, mientras que la segunda involucrada con procesos de absorcion donde las
muestras se separan en funcion de la interaccién entre capas delgadas de adsorbente unidas
a la placa, usada principalmente para compuestos de bajo peso molecular (Altemimi et al.,
2017).

La obtencién de metabolitos secundarios ha permitido al campo farmacéutico obtener
nuevos ejemplares de medicamentos, dada la necesidad y acorde a los nuevos
requerimientos terapéuticos hemos visto conveniente plantear el siguiente estudio fitoquimico
de la especie Piper tuberculatum Jac, en donde mediante el aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios, se generara una base cientifica de los compuestos quimicos,

contribuyendo de esta manera a la industria farmacéutica.



Captiulo 1
Marco teorico
1.1. Biodiversidad del Ecuador.

La medicina ancestral andina se remonta hace aproximadamente unos 10 000 afos,
siendo preservada por cerca de cinco siglos en la region latinoamericana, en donde es
actualmente uno de los principales sistema de salud para indios, montubios, campesinos y
mestizos (Negrete et al., 2018). La medicina tradicional o medicina alternativa se la puede
definir como un amplio conjunto de préacticas de atencién de la salud que no forman parte de
la medicina convencional del pais y que se encuentran paulatinamente integradas a los
sistemas de salud convencional (OMS, 2020).

La medicina tradicional o alternativa sigue siendo un gran aporte a la salud de los
seres humanos, para tratar y aliviar diversas patologias actualmente existen diversas
comunidades latinoamericanas en donde por la carencia de asistencia médica en algunos
casos se ve en la necesidad de recurrir a conocedores de la medicina tradicional,
denominados como yerbateros, parteras o curanderos (Gémez, 2012). Latinoamérica es una
de las regiones mas distinguidas a nivel global debido a sus rasgos culturales, esta
convergencia cultural ha permitido enmarcarse en el conocimiento de plantas medicinales
durante afios, basados en la practica empirica (Caceres et al., 2015).

El sistema ecuatoriano de asistencia médica ha establecido nuevas normas y
reconocimiento de la medicina tradicional, teniendo un marco legal en donde genera y
promueve el desarrollo de la medicina alternativa en Ecuador (Valarezo, 2014).

1.2. Plantas Medicinales del Sur del Ecuador

El norte del Peru y el sur del Ecuador se lo han definido como “el eje de salud” de la
antigua area cultural andina que se extendia desde el sur del Ecuador hasta el norte de Bolivia
identificandose por una gran variedad de plantas nativas, empleadas como tratamientos

magicos en diversas zonas latinoamericanas, entre estas podemos citar algunas plantas



como San Pendro (Echinopsis pachanoi), Ishpingo (Nectandra) o la Ayahuasca en la
Amazdnica (Banisteriopsis caapi) (Bussmann y Sharon, 2014).

Ecuador por su ubicaciéon geografica presenta una gran diversidad biolégica, siendo
uno de los paises referentes en el uso de plantas medicinales, orientadas casi en su totalidad
hacia la region andina y amazonica para practicas o rituales ancestrales (Zambrano et al.,
2015). En Ecuador actualmente cerca del 80% de la poblacion conserva aun la tradicion del
uso de plantas medicinales (Jerves et al., 2014).

La poblacién indigena conocida como Saraguro al sur del pais ha sabido preservar
estos conocimientos ancestrales a través del denominado hampiyachakkuna el hombre o
mujer sabio quien tiene conocimiento de las propiedades de las plantas medicinales (Armijos
et al., 2014).

Entre las familias dominantes de plantas medicinales dentro la regién sur del Ecuador
podemos destacar Asteraceae, Lamiaceae, Piperaceae, Pteridaceae, Amaranthaceae,
Solanaceae, Onagraceae y Rosaceae (Tinitana et al., 2016). Ecuador juega un papel
importante dada su biodiversidad, aunque en las Ultimas décadas, se ha encontrado envuelto
en procesos de desforestacion y pérdida de conocimiento de la medicina tradicional,
actualmente debido a las necesidades de enfrentar nuevas formas patoldgicas, las
farmacéuticas se han visto envueltas en nuevas formas de determinar farmacos basados en
los compuestos conocidos como metabolitos (Castillo, Quinatoa, Risco, y Arnelas, 2014).
1.3. Familia Piperaceae

La Piperaceae taxondmicamente perteneciente al orden Piperales (Tabla 1) es una
familia de plantas con flores mas arcaicas de la clase de las Magnolidas, consta de 13 géneros
con aproximadamente 3.600 especies distribuidas principalmente en zonas tropicales y
subtropicales en América, esta familia se caracteriza por ser arbustos trepadores y por lo
general aromaticos, sus haces vasculares tienden a ser dispersos, los tallos en ocasiones
tiende estar enredados dentro la vaina en forma de estipula, suele presentar hojas alternas
raramente opuestas, las estipulas se tienden a adherir a los peciolos, las flores son pequefas

y unisexuales (Xu y Deng, 2017). Tiende a ser de madera fragil se desarrollan en areas



hamedas, algunas de ellas epifitas (Villegas y Chavarria, 2016) desarrollandose en una altura
de aproximadamente de 100-1100 m s.n.m (Caqueta y Transicion, 2013).

Esta familia tiene un importante interés debido a las atribuciones medicinales y
culinarias (Yang y Chen, 2017). A nivel medicinal se puede destacar la actividad antioxidante
combatiendo radicales libres los cuales se asocian a enfermedades como el cancer, diabetes,
problemas cardiacos y envejecimiento prematuro de la misma forma se la asocia con
procesos antifungicos, antidepresivos, antidiarreicos antinflamatorio analgésicos,
antitiroidales entre otros (Correa et al., 2015).

Estas atribuciones medicinales son asociadas hacia a los compuestos denominados
como metabolitos secundarios que genera esta especie como fenilpropanoides, amidas
aromaticas, amidas alifaticas, terpernos, policetidos, lignoides y alcaloides siendo de un gran
interés econémico y clinico (Guillermo Delgado et al., 2012).

1.4. Geénero Piper

El género Piper se distribuye a nivel global con aproximadamente 2.300 especies
(Mesa et al., 2012). Esta presenta mas de 1.500 taxones aproximadamente distribuidos en
nueve subgéneros Enckea, Radula, MacroPiper, Piper, Ottonia, Macrostachys, Schilleria,
Pothomorpha, Peltobryon (Carmona et al., 2016).

El género Piper es un género sustancial en la medicina popular como agente, presentando
diversas acciones curativas o farmacoldgicas de las cuales se las empleado para tratar
dolencias como de estémago, artritis reumatoide, calmante menstrual, ademas de cicatrizante
para diversas ulceraciones (Mgbeahuruike et al., 2017).

1.5. Piper tuberculaum Jac

Es una planta importante entre la etnobotanica, usada por diversos pueblos indigenas
por mas de 200 afios conocida en Colombia como pipilongo (Montoya et al., 2016), en México
como pie de pavito (Alvarez et al., 2017) y cordoncillo en centro y sur América (Martinez et
al., 2013).

Es un arbusto heliéfilo de 1.5 m , sus hojas presentan un envés pulverulento de 7-9

cm x 13-15 cm de largo, presentan un 4pice corto, su base es cordados, pose una insercion



basal conspicuamente asimétrica, sus nervios secundarios presentan entre 6 y 7
ramificaciones a lo largo de la lamina, los peciolos tiene una dimision de 0.8-1 cm, su espiga
presenta un péndulo pulverulento de aproximadamente 2 - 2.3 cm x 2.3 mm de ancho, sus
frutos son ovoides y glabros (Trujillo y Hoyos, 2013).

La especie Piper tuberculatum Jac es generadora de metabolitos secundarios
especificamente amidas que son aquellas que han tenido mayor interés farmacéutico, entre
estos podemos destacar piperina, piperlonguminina, 5-6 dihidropiperlonguminina,
fagaramida, (E)- piplartina y pellitorina ( Delgado, Duque, Vasquez, y Rojas, 2017; Ladino,
2017).

Estos metabolitos secundarios, tienden a manifestarse debido al comportamiento o
situaciones ambientales en las que se encuentren involucrados como en reproduccion,
comunicacion o proteccién de infecciones o depredadores (Ordaz et al., 2011)

1.5.1 Taxonomia de la especie Piper tuberculatum Jac.

Tabla 1.

Clasificacion taxonémica de Piper tuberculatum Jac.
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Genero Piper
Especie Piper

tuberculatum Jac

Nota: Global Biodiversity Information Facility, 2020.

1.6. Metabolitos secundarios
Se estima que existen unas 400 000 especies de plantas en la tierra cuyas funciones
metabdlicas solo se han explorado parcialmente, estos organismos presentan una gran

diversidad metabdlica debido a la capacidad de sintetizar un enorme repertorio de



compuestos especializados o secundarios (Wang et al., 2019). Los metabolitos se los puede
definir como moléculas pequefias del metabolismo, encargados de desempefiar un papel
crucial para los organismos vivos, siendo sintetizadas por diversas vias metabdlicas (Amin et
al., 2018).

La produccién de metabolitos en los estudios fitoquimicos ha sido relevante debido a
gue estos tienden a generar adaptaciones durante los procesos estresantes o limitantes de
la planta a través quimicos complejos (Isah, 2019). Se considera que reino vegetal contiene
entre 100 000 a un millon de metabolitos y que en cada especie se pueden encontrar mas de
5000 metabolitos aproximadamente (Alseekh y Fernie, 2018).

Las plantas sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios encargandose
del estrés biodtico, cumplir tareas fisioldgicas importantes, atraer polinizadores, establecer
simbiosis y proporcionar componentes estructurales para lignificar (Guerrero et al., 2018).

Los metabolitos secundarios tienden a ser diversos en las plantas como en su
naturaleza quimica, segun la composicion quimica los metabolitos secundarios se dividen en
dos grupos, moléculas que tienen nitrogeno (alcaloides) y moléculas deficientes en nitrdgeno
terpenoides y fendlicos (Patra et al., 2013).

Un metabolito secundario es un producto intermedio que no se encuentra involucrado
netamente en el proceso vital de organismo, tales procesos como fotosintesis, reproduccion,
respiracion entre otras funciones primarias, en el reino vegetal se puede predecir cerca de
200 000 compuestos, si bien estos no cumplen con las funciones esenciales en el desarrollo
del organismo si juegan un papel importante en la defensa de la especie, ademas muchas de
estos productos han sido explotados como medicamentos, fragancias, sabores, nutrientes,
repelentes y colorantes (Pyne et al., 2019; Cetin, 2014).

Los metabolitos secundarios han jugado y siguen jugando un papel importante en el
descubriendo de farmacos y sus potenciales aplicaciones, como lo fue en el aislamiento de
la morfina en 1827 por Merck, sin duda la demanda de nuevos productos derivadas de plantas
aumentado considerablemente en las Ultimas décadas dada la constante evolucion y

resistencia de agentes patégenos, esto a su vez ha permitido el desarrollo de nuevas técnicas
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en el descubrimiento de las mismas tales como métodos cromatograficos, técnicas
espectroscopicas en la que se encuentra la resonancia magnética o nuclear que serviran de
puente en la identificacién de nuevas moléculas (Rungsung et al., 2015).
1.7. Alcaloides

La ruta del acido shikimico, es la ruta intermediaria para el proceso de sintesis de
lignina, aminoacidos aroméaticos como la fenilalanina, tirosina y tripté6fano que se encuentra
involucradas en la sintesis de alcaloides Fig 2. (Bochkov et al., 2012).

El termino alcaloide se lo describié por primera vez en 1819 por W. Meifl3ner, debido
a que estos compuestos aparecian como un alcali por lo tanto los denomino alcaloides, los
alcaloides se derivan de aminoacidos tienen la caracteristica de compartir un anillo
heterociclico con nitrégeno, presentando una fuerte actividad bioldgica (Aniszewski, 2015).

Aunque no existe una clasificacion estandar de los alcaloides, actualmente se
clasifican en base al esqueleto de carbono, identificAndose alcaloides verdaderos que
presentan un anillo heterociclico nitrogenado originado de aminoacidos, protoalcaloides que
no tienen anillo heterociclico con nitrégeno, también derivados de aminoacidos y
pseudoalcaloides que contienen anillo heterociclico con nitrégeno pero no son derivados de
aminoacidos (Sireesha et al., 2019).

Figura 1

Sintesis de Piperamidas
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4,5- dihidropiperlonguminina
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Nota: Scott et al., 2002.

1.8. Técnicas de separacion e identificacién de metabolitos secundarios
1.8.1. Cromatografia en capa fina (CCF).

Este tipo de cromatografia TLC pos sus siglas en inglés thin layer chromatography,
se la puede identificar como de absorcion solido liquido, en esta tipo de cromatografia la fase
estacionaria es una sustancia absorbente solida recubierta en placas de vidrio, como material
absorbente, se utilizan sustancias solidas como la alimina, gel de silice, celulosa que son de
caracter polar, en esta técnica la fase movil se desplaza hacia arriba a través de la fase
estacionaria, el disolvente se desplaza por la placa empapada con el disolvente mediante
accion capilar, también se impulsa la mezcla previamente colocada en las partes inferiores
con una pipeta hacia arriba logrando de esta manera que tienden a separarse los analitos,
siendo la velocidad de desplazamiento ascendente, dependiente de la polaridad del material,
la fase sélida y el disolvente son reveladas con luz fluorescente o ambiental ,la posicion de
cada molécula se puede determinar calcula la relacion entre la distancia recorrida por las

moléculas y el solvente denominada como movilidad relativa Rs (Coskun, 2016).
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1.8.2. Cromatografia en columna

La cromatografia de columna Figura 3 es una extensién de la cromatografia de capa
fina o TLC, es una técnica solido liquido, el fundamento de esta técnica se basa en la
absorcion diferencial de la sustancia absorbente determinada por la polaridad de las
interacciones de las moléculas de la muestra con el eluyente y los adsorbentes. Los
adsorbentes se presentaran en la fase estacionaria en la columna de vidrio siendo los
absorbentes mas comunes la alimina o el gel de silice caracterizados por su polaridad
permitiendo de esta manera absorber la muestra, es decir la adhesién de las moléculas entre
si, sin formar enlaces quimicos el eluyente también denominada como fase mavil, atraviesa
la columna en donde las moléculas se desordenaran del absorbente y se disolveran en el
eluyente siempre que coincidan las polaridades tanto de la molécula como la del eluyente los
cuales seran recolectados continuamente (Priyadarshini et al., 2016).
1.8.3. Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) o espectroscopia se lo puede definir como
un fendémeno fisico en el cual los nlcleos en un campo magnético absorben y reemiten
radiacion electromagnética (Hadi et al., 2017). Esta técnica ha permitido proporcionar una
vista macroscopica de los metabolitos requeriendo menos preparacion para la muestra y
mejorando la optimizacion de resultados (Kumar, 2016).
1.8.4. Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas

Esta técnica comprende un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de
masas Figura 5, el cual permitira cuantificar e identificar complejos quimicos, consiste en una
fase estacionaria y una mavil, a partir del cromatégrafo de gases se inyectara una cantidad
de muestra para el analisis en donde se producira una vaporizacion, este se trasportara hacia
una columna cromatografica por el gas trasportador, esta fluird a través de la columna y los
compuestos que comprenden la mezcla de interés se separan conforme interaccionen con el
recubrimiento de la columna o fase estacionaria y el gas portador fase mévil, la Ultima parte
de la columna pasa a través de una linea de trasferencia calentada terminando en la fuente

de iones, donde los compuestos eluyen de la columna y se convierten en iones, estos son
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bombardeados con una corriente de electrones que hacen que se rompan los fragmentos
y entren en un detector que envia una sefial donde se recepta y se registra todos los datos

(Stashenko & Martinez, 2014).

1.8.5. Punto de fusion

Un compuesto sdlido pasa al estado liquido cuando hay un cambio en su temperatura,
lo que se conoce como punto de fusion, en el momento en que la temperatura aumenta, la
vibracion de las particulas sobrepasa la fuerzas de atraccion del interior del solido y éste pasa
a estado liquido (Burns, 2011).
1.8.6. Experimentos Tocsy

TOCSY se usa generalmente para moléculas grandes con muchas redes de
acoplamiento independientes, como péptidos, proteinas, oligosacaridos y polisacaridos.
Se puede utilizar para segmentar la sefial de protones en grupos o redes de acoplamiento,
particularmente cuando se sobreponen mudltiples picos (los cambios quimicos son muy
similares) o hay un acoplamiento extenso de segundo orden. El espectro TOCSY se obtiene
por correlacion de enlaces mediante acoplamiento espin-espin. (NMRLAB. Instituto de

Quimica, 2018).
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1. Metodologia empleada en la investigacion.
Figura 1.

Estructura de la metodologia

Fraccionamiento

Recoleccioén de la del extracto Purificacion de los
muestra Cromatografia en compuestos
columna
- T
| | |
Secado de la Desclorofilacion Cilgrﬁg;tc?rlz?g:;\og e
muestra por 7 del material £ tcgclf[’ £
dias a 35° vegetal metabolitos
secundarios
=T
il m ﬁ“
Tritur_aci()n del Obtencion del RMN: 1H, 13C
material vegetal extracto total

2.2. Areade recoleccion del material

Las hojas y flores de la especie Piper tuberculatum Jac, fueron recolectadas en la
provincia de Loja, parroquia 12 de diciembre, perteneciente al canton Pindal, en mayo del
2019 a una altura aproximada de 800 m s.n.m con las siguientes coordenadas geogréficas:
601417,5 Ey 9549752,2 N.

Las muestras fueron identificadas taxonomicamente por el Dr. Nixon Cumbicus y
recolectadas con permiso de investigacion numero (MAE- DBN- 2016-0655) otorgado por el
Ministerio del Ambiente del Ecuador.

2.3.  Obtencidn del extracto

Para la obtencion del extracto de la especie Piper tuberculatum Jac, las hojas y flores

fueron secadas a una temperatura de 35 °C por un periodo de siete dias, a continuacion, se

trituré el material vegetal y se pes6 300 g para obtener el extracto.
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El material vegetal fue sometido a maceracion estatica (55 minutos) y dinamica (5
minutos), en esta técnica se usd como disolvente el acetato de etilo para la obtencion del
extracto total, este proceso se realizé tres veces seguidas, luego se filtro al vacio y empleando
el Rotaevaporador a una temperatura de 35 a 36 °C se logré concretar el extracto hasta
guedar totalmente seco (Figura 3).

Figura 3.
Obtencion del extracto total: a) Maceracion estatica,

b) Rotaevaporacion a presion reducida, ¢) Extracto total

2.4. Cromatografia de capa fina, para el analisis del extracto

El extracto obtenido fue sometido a cromatografia de capa fina (CCF), para dicho
proceso se utilizo placas de sillice gel 60 F254 fase directa y RP-18 fase inversa, en distintas
polaridades, para establecer las 6ptimas condiciones para la desclorofilacion del extracto. A
cotinuacion se observaron las placas en la luz ultravioleta con longuitudes de onda de 254 y
365 nm, las cuales fueron reveladas con acido sulftrico al 5 % y vainilina repectivamente.
2.5. Desclorofilacion
2.5.1. Extracto de piper tuberculatum Jac.

Se realiz6 la eliminacion de clorofilas a partir de 5.75 g del extracto obtenido, este
proceso se llevo a cabo mediante una columna SPE Discovery -18 de 60 ml, en la que se
realiz6 una mezcla isocratica de MeOH: H,O en una proporcién 96:4 v/v. El resultado de este

proceso permitid la obtencion de 1.7 g de extracto libre de clorofilas.

Figura 2.

Desclorofilaciéon del extracto de P. tuberculatum Jac.
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2.6. Fraccionamiento cromatogréafico en columna

Con el extracto obtenido de la especie Piper tuberculatum Jac, el cual se encuentra
libre de clorofila, se realiz6 el fraccionamiento en columna en relacion 1:100 (muestra — silica),
en dicha columna se sembro 1 g de la muestra en 100 g de silica gel F254, se utiliz6 una
mezcla isocréatica de Hex/AcOEt en relacion 7:3.

Figura 3.

CC del extracto desclorofilado de P. tuberculatum Jac.
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De esta columna se obtuvieron 201 tubos (muestras) a los cuales se les realiz6
cromatografia de capa fina usando silice del 60 F254 fase directa, en una mezcla Hex/AcOEt
en relaciéon 7:3, estas muestras fueron observadas en la luz UV y posteriormente reveladas
con acido sulfarico al 5 % y vainilina, con la finalidad de unir las fracciones de acuerdo a la
similitud del color de mancha y a la semejanza de Rf obteniendo como resultado un total de

15 fracciones ( P.C 01/4 — P.C 015/4).

Figura 4.

CCF de las fracciones obtenidas de la CC del extracto de Acetato de Etilo.
r ~— : L

Tabla 2
Fracciones obtenidas del extracto hexano/acetato.
Fraccion Cddigo Peso
en(mg)

1 1-7 P.C 001/4 35
2 8-18 P.C 002/4 4.9
3 19-28 P.C 003/4 7.2
4 29-36 P.C 004/4 8.9
5 37-43 P.C 005/4 1.9
6 44-49 P.C 006/4 3.8
7 50-60 P.C 007/4 5.6
8 61-72 P.C 008/4 35
9 73-80 P.C 009/4 7.8
10 81-88 P.C 010/4 26.2
11 89-108 P.C 011/4 84.8
12 109-124 P.C 012/4 73.6
13 125-146 P.C 013/4 25.8
14 147-158 P.C 014/4 7.8
15 159-201 P.C 015/4 8.8




18

Nota: Fuente, el autor.

2.7. Purificacion de los metabolitos secundarios

De las 15 fracciones obtenidas, la fraccion P.C 011/4 presentd la formacion de
cristales, para la purificacion de ésta fraccién se afiadio metanol con el fin de separar las
impurezas presentes en el vial y de esta manera obtener cristales totalmente puros, los cuales

se analizaron mediante RMN H, 33C, Tocsy.

Figura 5.

Cromatografia de capa fina de la fraccién P.C 011/4

2.8. Identificacion de los metabolitos secundarios
2.8.1. Resonancia magnetica nuclear

Las moléculas aisladas fueron identificadas a travez del analisis de los espectros,
mediante el equipo de Resonancia Magnetica Nuclear, el espectro de las muestras fue
sometido a las siguientes condiciones: 500 MHz para H y 125 MHz para *3C, el disolvente
utilizado fue cloroformo deuterado (CDCI3).
2.8.2. Punto de fusién

Se utilizo el equipo Fisher-Johns para la determinacién del punto de fusién de las
moléculas aisladas, se coloco una pequefia fraccion de la muestray se esperé a que el equipo
caliente, este processo es lento, finalmente se registra la temperatura en la que la muestra

paso de estado sélido a estado liquido.
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Figura 6.

Punto de fusién

2.8.3. Método Tocsy
Las moléculas aisladas fueron sometidas a experimentos Tocsy con el fin de
segmentar las sefales de los protones en grupos o redes de acoplamiento, este método se

utiliza generalmente cuando se sobreponen multiples picos.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1. Extracto obtenido de la especie Piper tuberculatum

El rendimiento del extracto se obtuvo, pesando la muestra y dividiendola para la
cantidad del material vegetal utilizado en la maceracion todo esto multiplicado por 100.

eso del extracto final
R=2 final 100

peso de la muestra seca

Tabla 3

Rendimiento del extracto total obtenido de Piper tuberculatum Jac.

Peso inicial de

Extracto Total la especie seca Peso final (g) Rendimiento
9)
Acetato de etilo 300 g 5759 1.91%
Tabla 4

Peso y rendimento del extracto desclorofilado de Piper tuberculatum Jac.

Peso inicial del | [Peso del extracto

Extracto Total  extracto (g) desclorofilado(g) Rendimiento

MeOH:H,O 5.75g 2.79 0.90 %

3.2. Identificacién de los compuestos Piperlonguminina y Dihidropiperlonguminina
gue se obuvo a parir de la fraccion P.C 011/4.

Se obtuvo las moléculas Piperlonguminina y Dihidropiperlonguminina a partir de la
fraccion P.C 011.4, la cual se presento6 en forma de cristales finos, color blanquecinos con un
peso de 83 mg, soluble en diclorometano y cloroformo, se realiz6 cromatografia en capa fina
usando como eluyente una mezcla de diclorometano/acetato de etilo 6:4, en donde se

observo a los compuestos como una mancha de color amarilla.
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De acuerdo a los espectros de RMN, H, *C, Experimentos Tocsy, y comprando con
bibliografia (Séez et al, 1998) (Navickiene et al, 2000), se identific6 una mezcla de
compuestos conocidos como Piperlonguminina y Dihidropiperlonguminina, con peso
molecular de 273 g/mol y 275 g/gmol, respectivamente, y formula molecular C16H19NO3 para
Piperlongumininay Ci6H21NO3 para Dihidropiperlonguminina (Navickiene et al, 2000).

En los espectros de RMN se observa que en la sefial 0,9 ppm integra para doce
protones, es decir, 4 metilos y se acompafia del multiplete en 1,8 que integra para dos.
Ademas, un doblete de tripletes en 6,8 ppm, un triplete en 2,65 ppm y un cuarteto en 2,45
ppm, las sefiales anchas en 5,55 y 5,70 ppm parecen corresponder a NH, uno de los cuales
muestra un acoplamiento triplete, indicando que esta al lado de un CH2. Esto, unido a la
presencia en el espectro de 13C de dos sefiales en 166,20 y 165,87 ppm indica la presencia
de una amida. Cada uno de los compuestos tiene una unidad fenilo y, en el otro extremo, una
cadena, la diferencia esta en la cadena del medio, ya que en un caso es con la sefal en 5,93
unida al CO, como lo demuestra el HMBC en la correlacion H5,93 ppm-C166,3 ppm y en el
otro la cadena del medio sera el acople entre la cadena intermedia y el fenilo sera a través
del extremo alquilico, como lo demuestra en el HMBC la correlacién del protén vinilico en 5,78

ppm al carbono CO en 165,96.

Figura 7

Estructura quimica del alcaloide Piperlonguminina (PL).

En la tabla 5, se muestran los datos espectroscopicos de RMN de 'H y *C de la molécula
Piperlonguminina corroborado con la literatura.

Tabla b

Datos de 'H y 13C de la molécula Piperlonguminina
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Pos (Séez Datos (Séez et Datos
icion de et al, 1998) experimentales H al, 1998) experimentales
atomo de 1H(MHZ) NMR ( MHZ) 13¢( BC( MHZ)
hidrogeno MHZ)
y carbono
1 5,67 5,68 - -
2 - - 166,14 165,94
3 5,93 5,93 123,21 123,30
4 7,35 7,35 140,94 140,80
5 6,66 6,65 122,56 124,70
6 6,76 6,78 138,75 138,80
1 - - 130,83 130,89
2 6,96 6,98 105,66 105,80
3 - - 148,50 148,30
4 - - 148,50 148,21
5 6,87 6,77 108,05 108,50
6’ 6,76 6,88 124,63 122,70
17 3,18 3,13 46,93 47.02
27 1,80 1,70 28,37 28,60
3” 0,93 0,90 20,90 20,14
4”7 0,93 0,90 20.90 20,14
OCH20 5,96 5,97 101,27 101,40

Piperlonguminina es un alcaloide amida natural, descrito en algunas especies del
género Piper, y se aisld por primera vez de la especie Piper longum (Azevedo et al., 2019).

Estudios previos reportan la presencia de este compuesto en otras especies
medicinales como: Piper chaba Hunter (Mishra & Tewari, 1964), Piper tuberculatum (Palacios
et al., 2009), Piper alatabaccum (Facundo et al., 2005), Piper puberulum Benth (Wu et al.,
1997) entre otras.

Investigaciones acerca de la actividad biol6gica de Piperlonguminina han demostrado
varios efectos farmacoldgicos, incluido una potente actividad antitumoral, en un estudio

realizado en lineas de cancer de ovario de epitelio humano. (Gong et al., 2014), demostraron
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gue Piperlonguminina inhibié selectivamente el crecimiento de las células cancerigenas, e
indujo notablemente la apoptosis celular, siendo asi un agente eficaz en la terapia para
pacientes con cancer de ovario. De la misma manera (Ginzburg et al., 2014), demuestran que
Piperlonguminina afecta la proliferacién e invasion de células cancerigenas prostaticas.

Otros autores reportan a esta molécula como un agente antibacterial, asi lo sefiala
(Reddy et al., 2008), en un ensayo realizado en varias cepas de bacterias, en donde
Piperlonguminina mostro alta actividad contra Gram-positivas y moderada contra Gram-
negativas, en especial, demostré ser un potente inhibidor sobre Bacillus subtilis.

(Yadav et al., 2015), revelan que Piperlonguminina posee un alto potencial analgésico
y de supresion de la respuesta al estrés, en este estudio, utilizaron un procedimiento de
bioensayo en raténes farmacolégicamente caracterizados, con el fin de estimar las dosis
terapéuticas para regular la respuesta fisiol6gica al estrés y alivio al dolor, comparando la
eficacia analgésica de la molécula con la de la aspirina. En el cual se manifestd que
Piperlonguminina mostro una actividad similar, en cuanto a la inhibicién de la liberacién de
las prostaglandinas, y los perfiles de actividad antiinflamatoria y analgésica; con diferencia
gue Piperlonguminina demostré propiedades gastro protectoras a dosis bajas.

Por lo tanto, este compuesto puede conducir al desarrollo de nuevos farmacos
naturales que sean una opcibn mas segura como coadyuvante para la prevencion y
tratamiento de los sintomas asociados al dolor y estrés que la aspirina, u otros medicamentos
antiinflamatorios actualmente disponibles.

Ademas de lo ya mencionado este compuesto ha sido investigado por su capacidad
anticoagulante y antiplaquetaria (Ginzburg et al., 2014), antihelmintica (Campelo et al., 2018)
y actividad leishmanicida (Bodiwala et al., 2007).

Figura 8.
Estructura quimica del alcaloide Dihidropiperlonguminina.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ginzburg+S&cauthor_id=24151226
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En la tabla 6 se muestran los datos espectroscopicosde de 3C de la molécula

Dihidropiperlonguminina corroborado conla literatura.

Tabla 6
Datos de 3C de la molécula Dihidropiperlonguminina.

Posicion de (Navickiene Datos

atomo de et al, 2000) experimentales
carbono BC( MHZ)  BC( MHZ)
1 - -

2 166,0 166,3

3 120,8 1211

4 142,6 143,3

5 33,8 34,10

6 34,1 34,45

1 134,6 134,9

2 107,9 108,9

3 145,5 145,8

4 147,5 147.,6

5 108,4 108,2

6’ 124,2 124,3

17 46,7 46,85

27 28,3 28,66

3” 19,9 20,17

4” 19,9 20,17

OCH20 100,5 100,8

Se reporta la presencia de Dihidropiperlonguminina en la especie Piper tubercultaum

Jac, aislada a partir del extracto de CH.Cl,;: MeOH (2:1) de tallos y hojas, ademas se
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manifiesta que esta molécula posee actividad antifingica contra los hongos Trichophyton
rubrum, Mycosporum canis y M. gypseum (Gonzalez et al., 2013).

(Soberén et al., 2006) demuestra la capacidad insecticida de este compuesto
sobre insectos-plaga Diatraea saccharalis, mostrando niveles significativos de mortalidad
larval.

Como es conocido, la fitoquimica del género Piper a manifestado la presencia de
diversos compuestos como terpenos, flavonas, alcaloides, entre otros, los cuales son
utilizados para la elaboracién de insecticidas naturales y sintéticos (Carmona et al., 2014)

Entre sus actividades biolégicas se destaca, la accién inhibitoria de
Dihidropiperlonguminina, ya que minimiza la expresion del gen APP (Proteina precursora
amiloidea) (Xia et al., 2007). El cual est4 involucrado en la patogenia de la enfermedad de
Alzheimer, que de acuerdo a investigaciones, relacionan el depdsito de cantidades excesivas
de esta proteina sobre las placas amiloideas del tejido cerebral, entre las primeras causas de
la enfermedad por los efectos téxicos directos sobre las neuronas (Menéndez et al., 2002).
Por consiguiente, Dihidropiperlonguminina tiene una perspectiva positiva en cuanto al

desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la demencia senil (Xia et al., 2007).
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Conclusiones:

El rendimiento de extracto total de acetato de etilo obtenido de la especie Piper
tuberculatum Jac, fue del.91 %, mientras que del extracto desclorofilado se obtuvo un
rendimiento de 0,90 %.

Se logr6 identificar dos compuestos (Piperlonguminina, Dihidropiperlonguminina) a
partir del extracto desclorofilado de acetato, utilizando las técnicas de cromatografia en capa

fina, cromatografia en columna, Espectroscopia RMN y Experimentos TOCSY.
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Recomendaciones:

Continuar con el estudio de la especie Piper tuberculatum Jac con los distintos
solventes y posteriormente realizar el fracionamiento de los extractos con el fin de caracterizar
metabolitos secundarios.

Determinar la actividad biol6gica de la especie Piper tuberculatum Jac, con el

proposito de evaluar y determinar su potencial terapeutico.
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Anexo 2: Espectro de 13C RMN(CDL3) de los cumpuestos Piperlonguminina y
Dihidropiperlonuminina.
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