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Resumen y Abstract IX

Resumen

El uso terapéutico de plantas medicinales es una practica comun en regiones del mundo
donde se presenta la malaria y desempefia un papel importante en la prevencion y
tratamiento de la enfermedad en zonas endémicas. En Colombia se estima que
anualmente se presentan mas de 60.000 casos de malaria (INS) y en algunas regiones
del pais se hace uso de preparaciones con plantas medicinales que incluyen especies
del género Piper para tratar la enfermedad.

En el presente trabajo se realizé la evaluacion de la actividad antimalarica in vitro e in
vivo de los extractos etandlicos y de fracciones de diferente polaridad de las especies
vegetales Piper cumanense y Piper holtonii (Piperaceae), o que permitié identificar
fracciones con actividad antiplasmaddica y aislar metabolitos secundarios del grupo de los
fenilpropanoides, flavonoides, acidos benzoicos, esteroides y terpenos. Adicionalmente
se caracterizaron microscopicamente las hojas de las dos especies, realizando cortes
transversales y longitudinales.

De P. cumanense se aisl6 el cromeno acido gaudichaudianico, el acido 4-metoxi-3-(3-
metil-2-butenil)-benzoico, la 2’,4’,6’-trihidroxidihidrochalcona y 3 flavonoides C-glicésidos.
Ademas se aislaron [-sitosterol, estigmasterol y [-sitosterol-3-O-glucésido y se
detectaron por CG-MS 6 terpenoides.

De P. holtonii se aislaron los fenilpropanoides apiol y dilapiol como metabolitos
mayoritarios y los flavonoides kaempferol-3-O-rutinésido y rutina, asi como B-sitosterol y

sitosterol-3-O-B-glucdsido.

Palabras clave: Piperaceae, Piper cumanense, Piper holtonii, antiplasmédico,

flavonoides, cromeno, terpenoides.



X Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

Abstract

The therapeutic use of medicinal plants is a common practice in endemic from malaria
regions in the world and plays an important role in the prevention and treatment of
disease. In Colombia is estimated to occur annually more than 60,000 cases of malaria
and in some regions it herbal preparations are used to treat the disease. In this work, in
vitro and in vivo evaluation of antimalarial activity of ethanolic extracts and different
fractions of P. cumanense and P. holtonii (Piperaceae) results in the identification of
active antiplasmodial fractions and also in the isolation of secondary metabolites as
phenylpropanoids, flavonoids, benzoic acids, steroids and terpenes. Additionally the

leaves of the two species were characterized microscopically.

In P. cumanense was isolated gaudichaudianic acid, 4-methoxy-3-(3-methyl-2-butenyl)-
benzoic, 2 ', 4', 6'-trihidroxydihydrochalcone and C-glycosides flavonoids. In addition were
isolated [-sitosterol, stigmasterol and B-sitosterol-3-O-glucoside and were detected by
GC-MS 6 terpenoids.

In P. holtonii was isolated as major metabolites, phenylpropanoids, apiol and dillapiole,
and flavonoids kaempferol-3-O-rutinoside, rutine, sitosterol and [-sitosterol-3-O-3-

glucoside.

Keywords: Piperaceae, Piper cumanense, Piper holtonii, antiplasmodial,

flavonoids, cromhene, terpenoids.
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Introduccion

Histéricamente se ha recurrido al uso de recursos naturales con fines terapéuticos, los
productos naturales de origen vegetal han desempefiado un importante papel como
fuente de estructuras quimicas con actividad biolégica. En el caso particular de la malaria
el conocimiento tradicional del uso de las plantas ha sido fuente de informacion que ha
conducido a la obtenciéon de moléculas antimalaricas como la quinina y la artemisinina,
metabolitos que ratifican la capacidad de la naturaleza para biosintetizar entidades

guimicas con importante actividad biol6gica.

La malaria es una enfermedad parasitaria, que constituye uno de los principales
problemas de salud publica en el mundo, se estima que para el afio 2010 esta
enfermedad causé en el mundo cerca de 216 millones de episodios y alrededor de 655
mil muertes (WHO, 2011). Algunas de las principales causas de la alta incidencia son la
resistencia que ha desarrollado Plasmodium falciparum a la cloroquina y el alto costo de
nuevos tratamientos que incluyen derivados de artemisinina. Este panorama hace
necesaria la busqueda de alternativas seguras, efectivas, accesibles y asequibles para el
tratamiento de la enfermedad y el control del vector. La OMS en las ultimas décadas ha
focalizado y centralizado el combate a la enfermedad mediante el Programa Mundial para
la Malaria que incluye planes de prevencion y tratamiento asi como incentivos a la
investigacion en frentes relacionados con la biologia del parasito, del hospedero, el

desarrollo de vacunas y la obtencion de nuevos antimalaricos.

Colombia uno de los paises mas biodiversos del mundo, con un importante uso
tradicional de plantas en regiones donde la malaria se presenta, posee un gran potencial
para contribuir al descubrimiento de nuevas alternativas para el tratamiento de la

enfermedad y el control del vector.



2 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

El presente trabajo se planted considerando el uso tradicional de especies del género
Piper para el tratamiento de fiebres y malaria, en un tamizaje inicial se identificaron entre
otras las especies Piper cumanense y Piper holtonii como promisorias y se propuso el
estudio de estas dos especies con el fin de aportar informacién relacionada con la
actividad antimalarica, la composicion quimica y las caracteristicas microscopicas de las

mismas.



Objetivos

1.1 Objetivo general

Identificar compuestos quimicos de Piper cumanense y Piper holtonii y evaluar la

actividad antimalarica.

1.2 Objetivos especificos

Aislar y purificar metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de Piper

cumanense y Piper holtonii.

Identificar metabolitos secundarios aislados de P. cumanense y P. holtonii utilizando

técnicas cromatogréficas y espectroscopicas.

Evaluar la actividad antimalarica de los extractos y las fracciones purificadas de P.

cumanense y P. holtonii usando modelos in vitro e in vivo.

Evaluar la capacidad inhibitoria de la biocristalizacion del heme como posible mecanismo
de accion de fracciones o sustancias aisladas de P. cumanense y P. holtonii que se

presenten activas en el modelo in vitro.

Caracterizar microscopicamente las hojas de las especies P. cumanense y P. holtonii.






Marco teoérico

2.1 Malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género
Plasmodium transmitidos por mosquitos hembras del género Anopheles, siendo la
especie mas conocida Anopheles gambiae uno de los vectores de Plasmodium
falciparum (Tuteja, 2007).

Cuatro especies de Plasmodium generan habitualmente infeccion en humanos, P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, ademas de P. knowlesi responsable de
infecciones emergentes (Sabbatani et al., 2010). Las especies P. falciparum y P. vivax
son las que causan el mayor numero de infecciones en el mundo, P. falciparum es
responsable de la mayoria de los casos severos y de muertes ocasionadas por esta
enfermedad y se encuentra distribuida en Africa subsahariana y el sudeste de Asia, asi
como en el pacifico occidental y en paises de la regibn amazénica. Los ultimos datos
reportados indican que P. vivax se encuentra distribuido en el sudeste de Asia, en el
mediterrdneo oriental y en la mayoria de paises endémicos de las Américas (WHO,
2011).

El desarrollo del parasito se efectla en dos ciclos, uno sexual que ocurre en el mosquito
y uno asexual que ocurre en el hospedero humano (Figura 2-1). El ciclo sexual inicia
cuando la hembra del mosquito Anopheles, en busqueda de alimento para madurar sus
huevos, succiona sangre de una persona infectada e incorpora los gametocitos
masculinos y femeninos del parasito, éstos se diferencian y fusionan en el tubo digestivo
y forman ooquistos en la pared externa, desarrolldndose durante varios dias y
produciendo una gran cantidad de esporozoitos que migran a las glandulas salivales de
donde pueden ser inoculados la préxima vez que el mosquito tenga contacto con un

hospedero humano (Tuteja, 2007).
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Figura 2-1. Ciclo de vida de Plasmodium. Adaptado de http://www.cdc.gov
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El ciclo asexual comienza con la transmisién por parte del mosquito, de esporozoitos
motiles a un hospedero humano, luego de circular en la sangre se incorporan
rapidamente en las células parenquimatosas del higado donde permanecen en
replicacién asexual, ésta etapa se conoce como esquizogoénia pre-eritrocitica. Después
de 9 a 16 dias un hepatocito puede llegar a contener varios miles de parasitos jévenes
llamados merozoitos, al lisarse el hepatocito, quedan libres en la circulacion y entran a
los eritrocitos por un complejo proceso de invasion, iniciando asi la etapa de
esquizogOnia eritrocitica de division asexual (Deharo et al., 2000; Tuteja, 2007; Hanssen
et al., 2010).

En los eritrocitos, los parasitos se desarrollan a través de diferentes estadios, crecen y
evolucionan en forma de trofozoitos y esquizontes (Figura 2-1). Los eritrocitos infectados

se rompen y liberan un grupo de merozoitos que infectan nuevos glébulos rojos.


http://www.cdc.gov/
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El ciclo intraeritrocitico de invasién—multiplicacion—liberacion—invasion toma cerca de 48
horas en infecciones con P. falciparum, P. ovale y P. vivax y 72 h en P. malariae, durante
este periodo se presentan los sintomas propios de la enfermedad caracterizados por
periodos de fiebre, escalofrios, vomitos y dolor de cabeza, que alternan con ciclos
asintomaticos (Tuteja, 2007).

Una pequefia porcion de los merozoitos se diferencian para producir gametocitos que
seran succionados por la hembra del Anopheles y que son esenciales para la transmision
de la infeccion. Debido a la disminucion de eritrocitos libres la malaria generalmente
produce anemia y esplenomegalia. También puede presentarse menor flujo sanguineo
en 6rganos como el cerebro, con consecuencias graves, llegando incluso a la muerte
(Deharo et al., 2000; Tuteja, 2007). El ciclo de vida y la interaccién parasito-hospedero
de cada especie de Plasmodium determina la severidad y la patogénesis de la
enfermedad (Miller et al., 2002).

2.1.1 Antimalaricos

Los primeros avances en el tratamiento de la malaria se originaron a comienzos del siglo
XVII cuando misioneros jesuitas aprendieron de indigenas suramericanos el uso de una
infusién de la corteza de un arbol para tratar las fiebres: la quina, que en quechua
significa cascara o corteza. Esta “cascara de la fiebres” también conocida como
Cinchona fue llevada a Europa a mediados del siglo XVII y usada para el tratamiento de
fiebres, en 1820 dos cientificos franceses, el quimico Joseph Pelletier y el farmacéutico
Joseph Caventou aislaron un alcaloide de la corteza de quina al que dieron el nombre de
quinina (Figura 2-2), compuesto que se constituyé como el principal tratamiento para la

enfermedad por un largo periodo de tiempo (Deane, 2007).

Figura 2-2. Estructura de la quinina
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Fue hasta 1930 que se sintetizé la atebrina (Figura 2-3), una molécula con actividad
antimalarica que sustituyé de forma importante a la quinina durante la segunda guerra
mundial. Hacia 1940 investigadores alemanes en un intento por obtener tratamientos
alternativos a los ya existentes, desarrollaron un nuevo antimalarico con una potencia
similar a la atebrina sin algunos de sus efectos secundarios, al que se conoce con el

nombre comun de cloroquina (Figura 2-3) (Deane, 2007).

Figura 2-3. Estructura de la atebrina y cloroquina
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Durante el periodo de la segunda guerra mundial se sintetizaron cerca de 1600
compuestos como posibles antimaléaricos, desarrollo que dio lugar al proguanil (1945) la
amodiaquina (1946) y la pirimetamina (1951) (Figura 2-4). Con el surgimiento de nuevos
farmacos y el combate al vector usando toldillos e insecticidas en la década de los
cincuenta la OMS adopté la filosofia de la erradicacién de la malaria, programa que dio
sus frutos eliminando la malaria de paises de Europa, América, y algunas regiones de
Asia. Sin embargo, en 1960 este programa debid ser replanteado debido al surgimiento
de resistencia de P. falciparum a la cloroquina y sus derivados. Este hecho sumado a un
ambiente triunfalista desencadeno un aumento en la incidencia de la malaria en paises

de Africa y de América del sur (Deane, 2007).

Figura 2-4. Estructura de proguanil y pirimetamina
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En los afios siguientes la busqueda de nuevos antimalaricos contindo y se sintetizaron
farmacos como mefloquina y halofantrina. En 1971 el extracto en éter de petréleo de
Artemisia annua (quing hao) una planta usada en la medicina tradicional china como
febrifugo, presentd actividad contra P. berghei y P. cynomolgy (primates), un afio mas
tarde a partir de esta planta se aislé y purificé una lactona sesquiterpénica a la que se le
dio el nombre comin de artemisinina, una nueva entidad quimica con actividad
antimalarica que originé una serie de derivados como artesunato, arteméter y arteéter
(Figura 2-5), consolidandose como un nuevo aporte de los productos naturales al
tratamiento de la enfermedad. Actualmente grupos de investigacién en todo el mundo se
enfocan en la obtencion de moléculas con actividad antimalarica a partir de recursos
naturales reportando resultados promisorios que incluyen metabolitos como alcaloides,
terpenos, quasinoides, flavonoides, limonoides, péptidos, xantonas, quinonas, cumarinas

entre otros (Kaur et al., 2009).

Figura 2-5. Estructura de artemisinina y derivados
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2.1.2 Malaria en cifras

En el mundo se estima que cerca de 3300 millones de personas viven en zonas de
riesgo, distribuidos en 109 paises o regiones de acuerdo con el ultimo reporte de la OMS,
World Malaria Report, 2010 (WHO, 2010). En la Region de las Américas definida por la
OMS la malaria se presenta en 23 paises y territorios, con cerca del 20% de la poblacion
total en algun grado de riesgo. En cuatro paises, Brasil, Colombia, Haiti y Peru; se
concentraron el 90% de los casos en América del Sur en el afio 2009 (WHO, 2010). Las
regiones con mayor prevalencia de esta enfermedad en el mundo son Africa, Asia,

Centro y Sur América (Figura 2-6).
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Figura 2-6. Incidencia mundial estimada por pais de casos de malaria por cada mil
habitantes (OMS, 2010).

En Colombia de acuerdo con el Ultimo reporte de la OMS (WHO, 2011), cerca del 18 %
de la poblaciéon esta en riesgo de contraer malaria. Las areas de mayor riesgo de
transmision incluyen la regién baja del rio Cauca, las areas tropicales de la costa
pacifica, la regién alta del rio Sind y Uraba (WHO, 2011; Instituto Nacional de Salud-
SIVIGILA, 2011). El nimero de casos reportados disminuyé de 231.233 casos en 2001 a
62.969 casos en 2011 y el numero de casos mortales se redujo de 58 en 2001 a 17 en
2011, sin embargo se resalta que aproximadamente el 25% (15.599) de los casos fueron
causados por P. falciparum en el afio 2011, al mismo tiempo que se presentaron 46.037
casos por P. vivax, 19 por P. malariae, 826 de origen mixto y 488 casos de malaria
complicada ademéas de los casos no reportados. Los departamentos con mayores
reportes durante el afio 2011 fueron Antioquia, Choco, Coérdoba y Narifio (Figura 2-7)
(INS-SIVIGILA, 2011; WHO, 2011).

A pesar de los esfuerzos realizados en los territorios en riesgo, el acceso a las
herramientas terapéuticas para el tratamiento de la malaria en Colombia sigue siendo
restringido, debido a la resistencia a los tratamientos habituales y al alto precio de los

tratamientos mas recientes, lo que hace necesaria y oportuna la investigacion en
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alternativas seguras, efectivas y accesibles para el tratamiento de la enfermedad y para

el control del vector.

Figura 2-7. Distribucién de casos confirmados de malaria en Colombia por cada mil
habitantes (WHO, 2011)
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2.2 Especies

del género Piper

El género Piper es el género mas numeroso de la familia Piperaceae con cerca de 2000

especies (Quijano-Abril et al., 2006) que se distribuyen en regiones tropicales y

subtropicales, siendo el mas estudiado y conocido de esta familia desde el punto de vista

guimico. Algunas especies pertenecientes a este género son reconocidas por su interés

comercial y medicinal, se destacan la pimienta (Piper nigrum) y especies medicinales

como P. betle, P. longum, P. angustifolium, P. cubeba, P. methysticum y P. aduncum,

etc. (Parmar et al., 1997; 1998). Las especies del género Piper se caracterizan por sus

inflorescencias densas en racimos o espigas (Garcia Barriga, 1992; Figura 2-8),

caracteristica que conduce a que varias especies referenciadas como medicinales sean

usadas indistintamente y que generan dificultad en la clasificacion taxonémica (Di Stasi &

Hiruma-Lima, 2002)
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Figura 2-8. Especie vegetal Piper cumanense (Piperaceae)

Foto: Javier Rincon, Zapatoca, Santander,Colombia

En Colombia se encuentran aproximadamente 400 especies de este género (Jaramillo,
2006), algunas usadas en medicina popular como cicatrizantes, tdénicos estomacales,
hemostaticos, analgésicos, antiinflamatorios, en el tratamiento de afecciones pulmonares,
malaria y fiebres (Garcia-Barriga, 1992; Blair et al., 1991; Blair & Madrigal, 2005).

Estudios relacionados con la quimica del género Piper han conducido a identificar grupos
de metabolitos secundarios biosintetizados por estas especies, que incluyen amidas
(Rukachaisirikul et al., 2002, 2004, Parmar et al., 1997), lignanos y neolignanos (Lee and
Ley, 2003), terpenos, esteroides, fenilpropanoides, flavonas, chalconas, dihidrochalconas
(Portet, et al., 2007, Parmar et al.,, 1997, Jenett-Siems et al.,, 1999) y kavapironas
(Parmar et al.,, 1997). De especies de éste género, hasta el afio 2004 cerca de 112
especies habian sido estudiadas quimicamente en el mundo (Dyer & Palmer, 2004) y de
la farmacologia y la quimica de especies encontradas en el territorio colombiano poco se
ha explorado en contraste con el nimero de especies reportadas.
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Las Figuras 2-9 a 2-13 presentan algunos ejemplos de metabolitos identificados en el
género Piper.

Figura 2-9. Ejemplos de amidas aisladas de especies de Piper

OCHj3 OCH3
OH\@\A i -
o OH ‘
N
N CH30 CH30 ‘ \fo
H
OCH3 ‘
Aduncamida Agstg:gcgﬁgﬁ r’:‘” Formouragina
P. aduncum P. longum P. argyrophylum
HO OH
lﬁ\/\/©/
N
H3C =
o)
Braquiamida B N-trans-feruloiltiramina
P. brachystachyum P. brachystachyum

Figura 2-10. Ejemplos de flavonoides aislados de especies de Piper
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Figura 2-11. Ejemplos de fenilpropanoides aislados de especies de Piper
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Figura 2-12. Ejemplos de lignanos y neolighanos aislados de especies de Piper
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Figura 2-13. Ejemplos de kavapironas aisladas de especies de Piper
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Debido a la rigueza metabdlica y al uso reportado para especies del género Piper se han
realizado estudios de actividad bioldgica tanto de extractos como de moléculas aisladas,
encontrando reportes de actividad insecticida (Boll et al.,, 1994), antibacteriana,
antifingica (Braga et al., 2007), antimalarica (Portet et al., 2007, Jenett-Siems et al.,
1999, Garavito et al., 2006), antiagregante plaquetaria (Chen et al., 2007; lwashita et al.,
2007; Park et al., 2007), antioxidante (Yamaguchi et al., 2006), ansiolitica (Ernst, 2006) y

antitumoral (Sunila et al., 2006), etc.

En el caso particular de la actividad antimalarica se ha registrado el uso de especies del
género Piper para el tratamiento de la enfermedad y de los sintomas asociados a esta.
Se encuentran reportes etnofarmacolégicos que registran el empleo de las hojas de P.
marginatum Jacq. en remedios usados por comunidades de Guyana francesa (Vigneron
et al., 2005), asi como el uso de las partes aéreas de P. pyrifolium Vahl en remedios
empleados por comunidades africanas (Kaou et al., 2008), también el uso de las hojas de
P. peltatum por grupos nativos de la amazonia peruana (Ruiz et al., 2011) y el uso de las
hojas de P. sarmentosum conocida en Malasia como “Kaduk:Kudak” para tratar la

enfermedad (Rahman et al., 1999), entre otras.

La informacion etnofarmacoldgica ha sido aprovechada para conducir el estudio del
extracto metandlico de las hojas de P. sarmentosum que presentd actividad sobre el
cultivo de P. falciparum con un porcentaje de inhibicion del 25.1% a 48 horas de
incubacién y alcanzando el 100% de inhibicién a las 72 horas (Rahman et al., 1999), de

esta especie fueron aisladas las amidas 2-1 y 2-2 (Figura 2-14) con valores de Clso de
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18.9 y 6.5 ug/mL respectivamente en el ensayo sobre P. falciparum (Rukachaisirikul et
al., 2004).
Figura 2-14. Amidas con actividad antiplasmaodica aisladas de P. sarmentosum
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En Malasia las hojas de P. betle son usadas por la poblaciéon rural como remedio
antimalarico (Al-Adhroey et al., 2010), el extracto metandélico de esta especie presentd
actividad en ensayos in vivo mostrando un 82.31 % de inhibicién a una dosis de 400

mg/Kg en ratones infectados con P. berghei (Al-Adhroey et al., 2011).

La especie P. tricuspe es usada por comunidades del sur de Colombia para tratar la
malaria, de esta especie se aislaron los metabolitos 2-3, 2-4 y 2-5 (Figura 2-15) que
presentaron actividad antimalérica in vitro con valores de Clso de 9.8, 29.78 y 1.37 uM

respectivamente (Saez-Vega et al., 2008).

Figura 2-15. Metabolitos con actividad antiplasmédica aislados de P. tricuspe
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El uso de especies de Piper en el tratamiento de enfermedades parasitarias ha
direccionado la evaluacion antimalarica de metabolitos secundarios aislados, es asi como

la evaluacién de acidos benzoicos aislados de P. glabratum y P. acutifolium permitieron
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identificar los compuestos 2-6 y 2-7 (Figura 2-16) como metabolitos activos con valores

de Clso de 2.8 y 4.1 ug/mL sobre el cultivo de P. falciparum (Flores et al., 2008).

Figura 2-16. Metabolitos con actividad antiplasmddica aislados de P. glabratum, P.
acutifolium y P. peltatum
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El compuesto 4-nerolidicatecol (Figura 2-16, 2-8) aislado de P. pelpatum mostr6 actividad
frente a dos cepas de P. falciparum con Clsp de 0.60 y 2.11 pg/mL y también mostrd
actividad in vivo con un porcentaje de inhibicion del 63.15% a la dosis de 600 mg/Kg/dia
en ratones infectados con P. berghei. El estudio bioguiado de P. hostmannianum condujo
al aislamiento de dos dihidrochalconas 2-9 y 2-11 y la flavanona 2-10 (Figura 2-17) con
actividad antiplasmddica in vitro sobre cultivo de P. falciparum con valores de Clso de
12.69, 10.33 y 5.64 uM en la cepa F32 y 16.91, 15.06 y 5.27 uM en FCB-1, ademas el
compuesto 2-11 a una dosis de 20 mg/Kg/dia presentd una reduccién del 80% de la

parasitémia en el ensayo murino con P. vinckei petteri (Portet et al., 2007).

Figura 2-17. Metabolitos con actividad antiplasmédica de P. hostmannianum
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La especie P. hispidum es usada por comunidades indigenas de América Central para
tratar malaria y fiebres, el extracto lipofilico de las hojas de ésta especie presentd
actividad in vitro sobre cultivo de P. falciparum (cepas PoW y Dd2) con valores de Clso=
7.6 (cepas PoW) y Clsp= 13.0 ug/mL (cepa Dd2) y condujo al aislamiento de la
dihidrochalcona 2-12 (Figura 2-18) con una Clso de 16.9 y 10.4 ug/mL en estas dos cepas
(Jenett-Siems et al., 1999).

En Colombia se ha reportado para el tratamiento de malaria o de fiebres intermitentes el
uso de preparaciones que incluyen especies del género Piper, como P. marginatum (Sin.
P. decumanum Aubl., P. caudatum Vahl.), P. nigrum, P. angustifolium, P. brachypodon,
P. peltatum y P. tricuspe (Blair et al., 1991, Blair & Madrigal, 2005), esta informacion
condujo a ensayos preliminares con algunas especies pertenecientes a este género
clasificando como promisorias las especies P. cumanense y P. holtonii con valores de

Clso de < 1 pg/mL (Garavito et al., 2006), resultado que incentivo el presente trabajo.

Figura 2-18. Chalcona con actividad antiplasmédica aislada de P. hispidum
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Equipos, materiales y métodos

3.1 Equipos

Los puntos de fusion fueron determinados sin correccion de valores en un equipo A.
Kruss Optronic Modelo KSP1. Los espectros obtenidos en la region de infrarrojo fueron
registrados en espectrofotometro FT-IR Genesis en pastillas de KBr y celdas de NaCl.
Los espectros de Resonancia magnética nuclear *H y *C (incluyendo experimentos 2D)
fueron obtenidos en espectrometros Bruker Avance 400 MHz [400 MHz (*H) y 100 MHz
(*3C)], Bruker DPX 300 [300 MHz (*H) y 75 MHz (33C)] y DRX 500 [500 MHz (*H) y 125
MHz (*3C)], los desplazamientos quimicos fueron registrados en partes por millén y las

constantes de acoplamiento (J) fueron medidas en Hertz (Hz).

Los andlisis de CG-MS fueron realizados en un cromatégrafo de gases Shimadzu
14B/QP5050A con analizador tipo cuadrupolo, columna HP-5 (30 m x 0.25 mm),
temperatura inicial 80 °C y temperatura final 250 °C, velocidad 5 °C/min. Los analisis de
LC-MS fueron registrados en un equipo HPLC Shimadzu dotado con una columna
Phenomenex C18 (250x3 mm), acoplado a un espectrometro de masas micrOTOF-QII
Bruker. La rotacién Optica especifica fue determinada en un polarimetro ADP 440,

Bellingham+ Stanley.

El cultivo de P. falciparum se mantuvo en una incubadora con CO, SANYO modelo
MCO-19AIC (UV), se empled una cabina de bioseguridad Clase Il marca Labconco, para

los recuentos microscopicos se utilizé un microscopio 6ptico Nikon Eclipse.

Las observaciones microscépicas de hojas se realizaron en un microscopio 6ptico Zeiss
Axiostar. Las medidas de absorbancia fueron determinadas en un lector de Placas de
micro-ELISA Bio-Rad Modelo 550 y las de fluorescencia en un equipo Tecan GENios

Microplate Reader.
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3.2 Materiales y solventes

Para el andlisis en cromatografia en capa delgada se emplearon placas comerciales de
silica gel 60 F2s4 en soporte de aluminio con un espesor de 0,25 mm (Merck). Una vez
eluidas las placas se revelaron con luz UV a longitudes de onda de 254 y 365 nm y
reveladores quimicos, como vainillina 1%/ H,SO, 10%/ EtOH (Godin) o reveladores
especificos como NP/PEG para flavonoides.

El fraccionamiento por cromatografia en columna (CC) por gravedad y por vacio fue
realizado empleando silica gel 60 (Merck) con un tamafio de particula de 63 a 200 um y
silica gel 60 RP-18 (Merck) en columna de vidrio. El fraccionamiento por cromatografia
de exclusién se realiz6 en soporte de Sephadex LH-20 (SIGMA) con un tamafio de
particula de 25-100 um. Para la realizacion de la cromatografia en capa delgada
preparativa (CCDP) se emplearon placas de vidrio de 20x20 cm con una capa de silica
gel GFzs4 (Merck) de 1,0 mm de espesor. Para la cromatografia liquida de alta eficiencia
se emplearon columnas de silica de fase reversa C18 (Phenomenex, 250 mm, 3 mm).

Se emplearon solventes grado reactivo analitico para la obtencién de extractos y para las
etapas de fraccionamiento y aislamiento (etanol, hexano, cloroformo, diclorometano,
acetato de etilo, butanol, metanol, etc.), solventes grado HPLC para el andlisis de las
muestras por esta técnica (MeOH, H.O, ACN) y solventes deuterados para los analisis
por RMN (CDsOD, CDCl;, DMSO-dg). Para el analisis microscopico de las especies se

emplearon soluciones de glicerina al 50%, H,O, HCI 10%, lugol y fluoroglucinol al 1%.

Se usaron reactivos grado biol6gico para el cultivo de Plasmodium falciparum y el ensayo
de FBIT, el medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco BRL-Life Technologies Inc.), Hipoxantina
99,0 % (SIGMA), Hepes 99,5 % (SIGMA), Glucosa (SIGMA), Giemsa Stain (SIGMA),
Cloroquina (SIGMA Lote 84H1169).
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3.3 Coleccion del material vegetal

El material vegetal de las partes aéreas de Piper cumanense fue colectado en el
municipio colombiano de Zapatoca, Santander a 1600 m.s.n.m. (06°49'19”N, 73°15°5"°0)
y el material de Piper holtonii se colecté en el municipio de Mesitas, Cundinamarca,
Colombia (04°38°23”N, 74°280”0). Un ejemplar de cada una de las especies fue
depositado en el Herbario Nacional Colombiano (Universidad Nacional de Colombia) para
su clasificacion taxonémica, registrados con los nimeros COL 468660 y COL 468663

respectivamente.

3.4 Caracterizacion microscopica del material vegetal

La caracterizacion microscépica del material de cada una de las especies se realizé
utilizando técnicas convencionales en cortes transversales de hojas adultas a mano
alzada con ayuda de una lamina cortante y un soporte de pauche (médula de Polymia
piramidalis), los cortes fueron realizados en segmentos de aproximadamente 1,0 cm que
incluian la nervadura principal en la region del borde foliar y en la regibn media. Los
cortes fueron clarificados con hipoclorito de sodio al 2%, lavados con agua destilada y
observados en glicerina al 50%. Se realizaron tinciones con Sudan lll (Jensen, 1962),
fluoroglucinol/HCI (Johansen, 1940), lugol y montajes en acido acético para confirmar
presencia de oxalato de calcio. Los cortes paradérmicos del haz y envés fueron
obtenidos a mano alzada, clarificados con hipoclorito 2% y coloreados con Sudan llI. El
material vegetal seco y molido también fue observado en glicerina al 50%. Las muestras
fueron observadas en un microscopio éptico Zeiss Axiostar con objetivos de 10x y 40x,

las imagenes fueron registradas con una camara Sony DSC-H55.

3.5 Elaboracion de extractos y fraccionamiento

El material vegetal fresco de P. cumanense y P. holtonii se sec6 en estufa de aire
circulante a 45°C, se moli6 y se sometié a extraccion por percolacion exhaustiva con
etanol al 96%, el solvente se retir6 empleando evaporador rotatorio conectado a una
bomba de vacio, procedimiento que dio lugar a los extractos etanélicos denominados
PcEtOH (P. cumanense) y PhEtOH (P. holtonii).
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El extracto etandlico seco de cada una de las especies se sometié a particion liquido-
liquido con una mezcla CH:Cl;:H,O (1:1) para obtener una fraccion organica y una
fraccidn acuosa. La fraccion acuosa se extrajo con n-Butanol para dar lugar a la fraccion
butandlica (PB) y a la fraccion acuosa (PA). La fraccion organica se sometié a una
columna de filtracién por silica gel empleando como solventes hexano, cloroformo y
metanol para obtener las fracciones PH, PD y PM. Las dos especies se sometieron al
mismo procedimiento de particion como esta registrado en la Figura 3-1.

Figura 3-1. Fraccionamiento del extracto etandlico de P. cumanense y P. holtonii
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A cada una de las fracciones se les elimino el solvente empleando evaporador rotatorio

con vacio y cada fraccién fue analizada por cromatografia en capa delgada (CCD) para

sSu caracterizacion.

3.6 Aislamiento y  purificacibn de  metabolitos
secundarios

Las fracciones clasificadas como promisorias en los ensayos de actividad in vitro frente a

Plasmodium falciparum se sometieron a procedimientos de separacion y purificacion

empleando técnicas de cromatografia en columna (CC) por gravedad y por vacio,

cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP), cromatografia por exclusién en

Sephadex LH-20 (CE), dependiendo del tipo de compuestos detectados, la cantidad de

PcA
PhA
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muestra y las caracteristicas quimicas de la fracciobn a purificar, los procedimientos
particulares para cada muestra se describen en el capitulo de resultados.

La elucidacion estructural de los metabolitos secundarios aislados se realiz6 empleando
técnicas espectroscopicas de Infrarrojo (IR) en pastillas de KBr y celdas de NaCl, RMN
monodimensional (*H, *C, DEPT 135) y bidimensional (*H-'H, HMQC, HSQC, HMBC y
NOESY), espectrometria de masas (MS) de impacto electronico, espectrometria de
masas de alta resolucion (HRMS) y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS).

3.7 Ensayos de actividad antimalarica

Para la realizacion de las pruebas bioldgicas se sigui6 la secuencia presentada en la
Figura 3-2.

Figura 3-2. Secuencia de procedimientos seguidos en el estudio de las fracciones de P.
cumanense y P. holtonii
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in vitro de compuestos actividad antiparasitaria in vitro y FBIT
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Con el fin de evaluar la actividad antimalarica de extractos, fracciones y compuestos

puros, se realizaron los siguientes ensayos:

3.7.1 Actividad antiparasitaria in vitro frente a P. falciparum

El ensayo de actividad antimalérica in vitro se realiz6 en un cultivo continuo de
Plasmodium falciparum cepa cloroquino-resistente FCB-2 (INS-Colombia), la adecuacion
del parasito y el cultivo se realizd siguiendo el procedimiento propuesto por Trager &
Jensen 1976, con modificaciones (Deharo et al., 2000), Anexo 1. Una vez descongelado
el parasito fue mantenido a 37°C, en medio RPMI (pH 7.4) suplementado con plasma
humano Rh O* y mantenido bajo atmésfera de O» (5%) y CO- (5%), el seguimiento del
cultivo fue realizado cada 24 horas, con cambio de medio y observacion microscépica

para evaluar la parasitémia.

La evaluacién de la actividad antimalarica se realizé de acuerdo a la técnica descrita por
Deharo et al., 2000 y adaptado a las condiciones experimentales del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia (Anexo 2) sobre un cultivo de P.
falciparum al 1% de parasitémia y suplementado con 10% de plasma humano.
Previamente a la realizacion del ensayo, el cultivo se sincronizé a formas jovenes entre
0-20 horas empleando sorbitol al 5% (Deharo et al., 2000).

Se prepararon soluciones de 20 mg/mL de las muestras a ensayar en dimetilsulféxido
(DMSO) que luego se diluyeron con RPMI suplementado, para alcanzar concentraciones
en la microplaca de 50, 25, 10, 1 y 0.1 pug/mL, cada concentracion fue evaluada por
triplicado (Anexo 1), en cada pozo de la microplaca se colocaron 100 pL de suspension
de glébulos rojos parasitados y se adicionaron 100 pL de solucién de la muestra a
ensayar a la concentracion correspondiente. El disefio de la microplaca (Figura 3-3)
contd con un blanco, vehiculo y control de cloroquina a concentraciones de 0.50, 0.25,
0.10, 0.01y 0.001 ug/mL.
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Figura 3-3. Distribucién de muestras en el ensayo in vitro frente a P. falciparum.
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La microplaca se incub6 a 37°C durante 48 horas, en atmosfera de O, (5%) y CO; (5%),
finalizado este periodo se retird el medio sobrenadante de cada pozo y se realizd un
extendido con 5 pL de sedimento que se fijé con metanol y se colore6 con Giemsa. La
cuantificaciébn de la parasitemia se efectué en un microscopio Gptico con objetivo de
inmersion efectuando el recuento de Globulos Rojos Normales (GRN) y Parasitados
(GRP) por cada 1000 glébulos rojos totales (Ecuacién 3-1). La capacidad inhibitoria de
cada una de las muestras evaluadas se expres6é como el porcentaje de inhibicidn
(Ecuacion 3-1) y la concentracion inhibitoria 50 (Clsg) se calculé para cada uno de los
ensayos mediante analisis de regresion no lineal de los porcentajes de inhibicion y el
logaritmo de la concentracion, empleando el programa GraphPad Prism 5®y expresando
los resultados como la media + EMS de tres ensayos independientes. Las muestras

fueron clasificadas en nivel de actividad de acuerdo a la Tabla 3-1.

Ecuacién 3-1. Calculo de porcentaje parasitémia y porcentaje de inhibicion

o d temia — Globulos Rojos Parasitados 100
6 de parasitemia = —=——— Rojos Totales X

% de inhibicié Parasitemia de blanco — Prasitemia de muestra 100
e inhibicién = X
0 Parasitemia de blanco
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Tabla 3-1. Criterios de clasificacion en nivel de actividad en el modelo in vitro sobre
cultivo de P. falciparum (Adaptado de Rasoanavio et al., 2004).

Clso Nivel de actividad
(ng/mL)
<0.1 Muy bueno
0.1-10 Bueno
1.1-10 Bueno a moderado
11-25 Moderado
26- 50 Bajo
51-100 Débil

El indice de actividad (IA) de los compuestos puros se determind de acuerdo a la

siguiente relacion:

IA= Clso muestra /Clso patrén

3.7.2 Actividad hemolitica

El ensayo de actividad hemolitica busca evaluar el efecto de las fracciones sobre la
integridad de los eritrocitos no infectados, se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Okamoto et al., 1999, cada una de las muestras fue preparada en PBS a una
concentraciéon de 100 ug/ mL. En una placa de 96 pozos de fondo en V se colocaron 50
ML de cada muestra por triplicado y se adicionaron 50 pL de una suspension de
eritrocitos al 2 % en PBS. La concentracion final a la que se evaluaron los extractos y
fracciones fue de 50 ug/ mL, que representa la maxima concentracion evaluada en el
ensayo de actividad antiplasmaddica in vitro, se emple6 agua para generar el 100 % de
hemdlisis y PBS como control de 0% de hemdlisis, también se evalu6 el efecto del
vehiculo de las muestras en el ensayo de actividad antiplasmoédica (DMSO 2%). La placa
se incubd a 37°C por una hora, transcurrido este tiempo se centrifugé a 500 G por 10
minutos y se separoé el sobrenadante de cada uno de los pozos en una placa de 96 pozos
de fondo plano para realizar la lectura espectrofotométrica a 490 nm. El porcentaje de
hemdlisis fue determinado aplicando la Ecuacion 3-2 considerando como control los

pozos tratados con PBS.
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Ecuacién 3-2. Porcentaje de hemolisis

% de hemélisis = Absorbancia Control (PBS) — Absorbancia muestra 100
0 (¢ NEMOTISIs = Absorbancia control (PBS) X

3.7.3 Evaluacion de la actividad antimalarica in vivo

La evaluacion in vivo se realiz6 empleando un modelo de malaria murina “prueba
supresiva de cuatro dias (Test de Peters)” de acuerdo al protocolo descrito por Deharo
2000 adaptado por Garavito 2006. La prueba se llevé a cabo en ratones ICR machos
(criados en el Bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia) de aproximadamente 4 semanas de edad (peso 18-22 g), los cuales se
mantuvieron con consumo de agua y comida Ad libitum en un cuarto con temperatura
controlada (22°C +/- 1°C) y ciclos de 12 horas luz/oscuridad. Los grupos de tratamiento

estuvieron compuestos por 5 animales.

Los ensayos se desarrollaron buscando emplear el menor nimero posible de animales,
proporcionando a ellos las mejores condiciones y evitando al maximo el sufrimiento de
los animales con un punto final adecuado a los fines experimentales. El primer dia del
experimento los animales se infectaron via intraperitoneal con aproximadamente 1x10’
parasitos/mL provenientes de ratones infectados con P. berghei ANKA y con parasitémia

cercana al 20%.

Dos horas después de la infeccién y a la misma hora durante los 4 dias siguientes, los
animales recibieron el tratamiento correspondiente por via oral, siendo la dosis de 250
mg/Kg/dia. En cada ensayo se cont6 con un grupo tratado con el vehiculo de los
tratamientos (DMSO) y con un control positivo (cloroquina a una dosis de 4mg/Kg/dia). El
quinto dia del ensayo se preparé un extendido de sangre periférica de cada animal que
se colore6 con Giemsa y al que se le determind la parasitémia por observacion

microscopica.

Como pardmetro de actividad biologica se calculd la reduccion en la parasitémia de los

animales tratados respecto al grupo control, expresado en porcentaje de inhibicion
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(Ecuacion 3-3) como la media + DS y se clasificé cada muestra en nivel de actividad de
acuerdo a lo registrado en la Tabla 3-2, siguiendo los pardmetros propuestos por RITAM
(Rasoanavio et al., 2004). Los animales que sobrevivieron se sometieron a observacion

diaria, aplicando el sacrificio del animal cuando fue requerido.

Los modelos farmacolégicos utilizados se ajustan a las Buenas Practicas de Laboratorio
(BPL), de acuerdo al estatuto nacional de proteccion de los animales (Ley 84 de 1989), a
las Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la investigacion en salud
establecidas en la Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia y a
los protocolos internos de la Universidad Nacional de Colombia en cuanto al manejo y
disposicion de material biolégico.

Ecuacién 3-3. Calculo de porcentaje de inhibicién en el ensayo in vivo

] o Parasitemia de testigo — Parasitemia de tratamiento
Porcentaje (%) de inhibicion = — _ x 100
Parasitemia de testigo

Tabla 3-2. Criterios de clasificacion en nivel de actividad en el modelo in vivo (Do. 250
mg/Kg/dia) (Rasoanavio et al., 2004, RITAM).

Porcentaje de

inhibicién (%) Nivel de actividad

100- 90 Muy buena a buena actividad
90 -50 Buena a moderada

50-10 Moderada a débil

0 Inactiva

3.7.4 Prueba de inhibicion de la biocristalizacién del heme (FBIT)

Las fracciones activas en el modelo in vitro y los compuestos aislados de las dos
especies vegetales se evaluaron en el ensayo de FBIT (Deharo et al., 2002), con el fin de
identificar fracciones o sustancias con posible actividad inhibidora de la biocristalizacion

del heme.
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Las muestras se disolvieron en DMSO y se diluyeron para obtener cuatro
concentraciones, 10.0, 5.0, 2.5 y 1.25 mg/mL, en el caso de extractos o fracciones y 1.0,
0.5, 0.25 y 0.12 mg/mL para compuestos puros, cada concentracion fue evaluada por
triplicado. Cada placa contdé con un control positivo (cloroquina a concentraciones de
0.05, 0.025, 0.0125 y 0.00625 mg/mL) y un control de vehiculo de los tratamientos
(DMSO) (Anexo 3).

En cada pozo de la placa, se dispusieron en orden estricto 50 uL de soluciéon de hemina
recientemente preparada (0.5 mg/mL en DMSO), 100 pyL de tampon de acetato de sodio

(pH 4.45) y 50 uL de solucion del extracto o 50 pL del control respectivo.

La placa de 96 pozos se incub6é a 37°C por 22 horas (Deharo et al., 2002), periodo
después del cual se realiz6 la lectura espectroscépica a 415 nm. La inhibicién de la
cristalizacion de ferriprotoporfirina IX (FPP-1X) producida por cada muestra se expresé en
porcentaje de inhibicion aplicando la Ecuacion 3-4. Se consideraron activas las muestras
con un porcentaje de inhibicidon de la biocristalizacion superior al 50%, como minimo a la
concentracion mas alta evaluada (10 mg/mL). La determinacion de la Clso se realizd
mediante andlisis de regresion no lineal de los porcentajes de inhibicion vs el logaritmo
de las concentraciones empleando el programa GraphPad Prism 5®, expresando los

resultados como la media + EMS de tres ensayos independientes.

Ecuacién 3-4. Calculo de porcentaje de inhibicién en el ensayo de FBIT

o Absorbancia Control — Absorbancia muestra
% de inhibicion = Absorbancia control x100
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Resultados y Discusion

Las especies objeto del presente estudio fueron seleccionadas considerando informacion
previa generada por el grupo de investigacién Principios Bioactivos en Plantas
Medicinales donde P. cumanense y P. holtonii fueron clasificadas como promisorias en
ensayos de tamizaje frente a P. falciparum in vitro con Clso < 1.0 pg/mL (Garavito et al.,
2006), estos resultados motivaron el estudio fitoquimico y farmacolégico de los extractos
etandlicos de las partes aéreas de las dos especies.

4.1 Caracterizacion microscoépica del material vegetal

El material vegetal fue identificado como Piper cumanense H.B.K. y Piper holtonii
registrado en el Herbario Nacional Colombiano con niumero COL 468660 y COL468663
respectivamente, la clasificacion fue realizada por el Dr. Ricardo Callejas de la

Universidad de Antioquia.

4.1.1 Piper cumanense

Las observaciones de cortes trasversales y longitudinales de las hojas de Piper
cumanense permitieron determinar que en vista frontal la epidermis tanto en el haz como
en el envés esta constituida por células con paredes rectas, con estomas tipo
anomocitico, tricomas glandulares sésiles y granulos de almidén con hilio concéntrico
predominantes en la cara adaxial (Figura 4-1). En la lamina foliar en corte transversal se
observa la epidermis seguida de hipodermis con células de mayor tamafio en la cara
adaxial. En corte transversal el mesodfilo es del tipo dorsiventral, con parénquima en

empalizada biseriado y el esponjoso de dos a tres filas (Figura 4-2).
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Figura 4-1. Epidermis superior e inferior de P. cumanense

La nervadura principal en seccion transversal exhibe contorno marcadamente convexo

en la cara abaxial, la epidermis esta conformada por una capa de células grandes
redondeadas, adyacente a la epidermis se evidencia colénquima anular conformado por
hasta tres filas de células, seguido de parénquima de relleno con algunos granos de
almidon y agujas de oxalato de calcio (Figura 4-3). Las inclusiones no protoplasméticas
encontradas tanto en cortes como en el material molido son rafidios de oxalato de calcio
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y almiddn, en el material molido se observan células esclerenquimaticas, fibras, vasos

reticulados y espiralados (Figura 4-4).

Figura 4-3. Corte transversal de la nervadura principal P. cumanense

Figura 4-4. Inclusiones no protoplasmaticas de P. cumanense
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4.1.2 Piper holtonii

Las observaciones de cortes trasversales y longitudinales de las hojas de esta especie
permitieron observar en vista frontal que la epidermis tanto en el haz como en el envés
posee células con paredes rectas, el envés presenta estomas tipo anomocitico. Se
observan tricomas glandulares sésiles (Figura 4-5).

En la lamina foliar en corte transversal se observa la epidermis seguida de hipodermis y
células oleiferas que intensifican su color al colorearlas con Sudan Ill. En corte
transversal el mesdfilo es del tipo dorsiventral, con parénquima en empalizada biseriado
y el esponjoso en tres filas (Figura 4-6).

Figura 4-5. Epidermis inferior de P. holtonii
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La nervadura principal en seccion transversal exhibe contorno marcadamente convexo
en el envés, la epidermis estd conformada por una capa de células grandes
redondeadas, adyacente a la epidermis se evidencia colénquima angular conformado por
hasta tres filas de células, seguido de parénquima de relleno con cristales de oxalato de
calcio. El grupo vascular es del tipo colateral (Figura 4-7). En el material seco y molido se
observan células esclerenquimaticas, fibras, vasos reticulados y espiralados.

Figura 4-7. Corte transversal de la nervadura principal de P. holtonii

Corte transversal de la nervadura Colé
principal de hoja

4 ]
e
N Parénquim”g
de relleno

El andlisis microscopico de las dos especies de Piper permiti6 recopilar datos que
contribuyen a la caracterizacion y control de calidad del material vegetal y son una
herramienta importante para la clasificacion taxonémica.

Aunque Piper cumanense y P. holtonii pueden ser facilmente diferenciadas
macroscopicamente, comparten importantes caracteristicas anatémicas microscoépicas
dentro de las que se pueden destacar la presencia de epidermis hipostomatica con
estomas tipo anomocitico, caracteristica que ha sido reportada para otras especies del
género como Piper hieronymi y P. tucumanum (Arambarri et al., 2009; Cantero et.al.,
2005), las dos especies presentan similitud en la epidermis tanto del haz como del envés,
constituidas por células de paredes rectas e hipodermis en ambas caras de la lamina
foliar, caracteristica reportada para P. aduncum y Piper amalago y relacionada con la
proteccion del parénquima fotosintético a la radiacion solar excesiva (Ariza & Bonzani,
1992).
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Ambas especies presentan en sus hojas tricomas glandulares sésiles pequefios vy
alargados, caracteristica comun a las especies del género analizadas microscépicamente
reportadas en la literatura (Arambarri et al., 2009; Cantero et.al., 2005), también
presentan una nervadura principal marcadamente convexa en la cara del envés y
mesdfilo de tipo dorsiventral. La presencia de oxalato de calcio en las dos especies fue
evidente, sin embargo en P. cumanense el oxalato de calcio se encuentra en forma de
rafidios en células del parénquima y en P. holtonii se observaron rosetas y cristales. En
P. cumanense se observan esferocristales de color amarillo que intensifican su color por
adicion de NaOH al 10% y que por analogia con otras especies pueden corresponder a
depésitos de flavonoides. P. holtonii presenta células oleiferas que intensificaron su color
con Sudan lll y que representan depositos de aceites esenciales. De acuerdo a la
revision bibliografica este es el primer reporte de las caracteristicas microscopicas de P.

cumanense y P. holtonii.

4.2 Extraccion y fraccionamiento
El fraccionamiento de los extractos etandlicos de las dos especies de realizé con el fin de
obtener fracciones de diferente polaridad para ser evaluadas inicialmente en el ensayo

de actividad antiplasmddica in vitro frente a Plasmodium falciparum.

El material seco y molido de las partes aéreas de P. cumanense (1500 g) produjo 400 g
(26% respecto al material seco) de extracto etandlico por percolacion exhaustiva, 300 g
del extracto seco se sometieron a particion liquido-liquido vy filtracién sobre silica gel 60
para obtener las fracciones PcH (71.0 g), PcD (69.0 g), PcM (105.0 g), PcB (10.4 g), PcA
(38.39).

El material vegetal de P.holtonii (750 g) después de percolacién exhaustiva en etanol
rindié 95,0 g (12 % respecto al material seco) de extracto total (PhEtOH), el proceso de
fraccionamiento dio lugar a las fracciones PhH (18,4 g), PhD (12,6 g), PhM (1,8 g), PhB
(10,4 g) y PhA (38,3 g).

Las fracciones obtenidas de las dos especies fueron analizadas por CCD y se
determinaron los grupos de metabolitos mayoritarios que contenia cada fraccion (Figura
4-8).
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Figura 4-8. Grupos de metabolitos detectados por CCD en las fracciones de P.

cumanense y P. holtonii

P. cumanense

PcEtOH
v v \ 4 A A 4
PcH PcD PcM PcB PcA
23,6%* 23,0%* 35,0%* 3,5%* 12,8%*
Esteroides Esteroides Esteroides Flavonoides Flavonoides
y/o terpenos y/o terpenos yloTerpenos

Flavonoides

PcEtOH: Extracto etandlico de P. cumanense, PcH: Fraccion hexanica, PcD: Fraccion cloroférmica, PcM: fraccion
metandlica, PcB: Fraccion butandlica, PcA: Fraccion acuosa.
*Rendimento expresado respecto al extracto seco.

P. holtonii
PcEtOH
l \ 4 \ 4 v
PhH PhD PhM PhB PhA
19,4%* 13,3%* 1,9%* 11,0%* 40,3%*
Esteroides Esteroides Esteroides Flavonoides Flavonoides
y/o terpenos y/o terpenos oTerpenos
PhEtOH: Extracto etandlico de P. holtonii, PhH: Fraccién hexanica, PhD: Fraccion cloroférmica, PhM: fraccién

metanolica, PhB: Fraccién butandlica, PhA: Fraccién acuosa.
*Rendimento expresado respecto al extracto seco.

4.3 Evaluacion bioldgica de extractos y fracciones

Los extractos etandlicos y las fracciones obtenidas en el proceso de particibn se
evaluaron en el ensayo de actividad antiplasmaddica in vitro con el fin de identificar
fracciones que presenten inhibicion del crecimiento de P. falciparum a una concentracion
menor a 50 pg/mL. Los resultados de actividad antiplasmédica de fracciones de P.
cumanense se resumen en la Tabla 4-1, las graficas concentracion-respuesta para cada
una de las muestras evaluadas se presentan en la Figura 4-9. Las gréficas
concentracion-respuesta obtenidas para el patrén cloroquina (CQ) se muestran en la
Figura 4-11.
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Figura 4-9. Porcentaje de inhibicién vs. Log de la concentracion del extracto y fracciones
de P.cumanense en el ensayo de actividad antiparasitaria in vitro frente a P. falciparum?®
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2Actividad de las fracciones obtenidas a partir de las partes aéreas de P. cumanense sobre formas jovenes (0-20 horas) de
P.falciparum, cultivadas durante 48 h a concentraciones de 50, 25, 10, 1 0,1 pg/mL, cada concentracion fue evaluada por
triplicado y cada ensayo cont6 con controles de blanco y vehiculo y con control de cloroquina, PCEtOH: Extracto etandlico
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butandlica, PcA:
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PcM: Fraccién metandlica, PcB: Fraccion
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Tabla 4-1. Valores de Clso (ug/mL) obtenidos en el ensayo de actividad antiparasitaria in
vitro frente a P. falciparum para cada una de las fracciones obtenidas de Piper
cumanense.

Muestras? Clso (ng/mL) = | o4 de hemdlisis
EMS

PcEtOH 22.4+40 23.02 +£0.12
PcH 21.5+6.6 2.81+£0.03
PcD 29.7x7.1 3.45+0.06
PcM 26.0+1.7 36.88 £ 0.04
PcB >50 1.08 £ 0.01
PcA <50 2.13+£0.09
CQ 0.045+ 0.007 0.3+0.12

Cinchona sp. <0.1 ND

2PcEtOH: Extracto etanodlico de Piper cumanense, PcH: Fraccion hexanica, PcD: fraccion cloroférmica, PcM: fraccion
metanolica, PcB: fraccién Butandlica, PcA: fraccion acuuosa, CQ: Cloroquina, EMS:Error medio estandar, ND: No de-
terminada. Los valores se expresan como la media de tres ensayos independientes determinados por regresién no lineal
con el software GraphPad Prism. Las muestras resaltadas en la tabla corresponden a las clasificadas como activas.

Los resultados de actividad antiplasmédica del extracto y fracciones de P. holtonii se
resumen en la Tabla 4-2 y las graficas concentracion-respuesta para cada una de las
muestras evaluadas se presentan en la Figura 4-10.

Tabla 4-2. Valores de Clso (ug/mL) obtenidos en el ensayo de actividad antiparasitaria in
vitro frente a P. falciparum para cada una de las fracciones de Piper holtonii.

Muestras Clso (E&/g Ly | % ?S%T;Tnfll_i;is
PhEtOH 120+ 15 1.02 £0.02
PhH 17.2+ 3.0 0.22+0.01
PhD 223126 0.38+0.01
PhM >50 3.29+0.21
PhB >50 1.45+0.04
PhA >50 3.18+0.10
CQ 0.045 £ 0.007 0.3+0.12
Cinchona sp. <0.1 ND

PhEtOH: Extracto etandlico de Piper holtonii, PhH: Fraccion hexéanica, PhD: fraccion cloroférmica, PhM: fraccion
metanolica, PhB: fracciéon Butandlica, PhA: fraccién acuuosa, CQ: Cloroquina, EMS: Error Medio Estandar. Los valores se
expresan como la media de tres ensayos independientes determinados por regresién no lineal con el software GraphPad
Prism. Las muestras resaltadas en la tabla corresponden a las clasificadas como activas.
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Figura 4-10. Porcentaje de inhibicibn vs. Log de la concentracion del extracto y
fracciones de P.holtonii en el ensayo de actividad antiparasitaria in vitro frente a P.

falciparum?
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2Actividad de las fracciones obtenidas a partir de las partes aéreas de P. holtonii sobre formas jovenes (0-20 horas) de
P.falciparum, cultivadas durante 48 h a concentraciones de 50.0, 25.0, 10.0, 1.0, 0.1 pg/mL, cada concentracién fue
evaluada por triplicado y cada ensayo conté con controles de blanco y vehiculo y con control de cloroquina, PhEtOH:
Extracto etandlico de P. holtonii, PhH: Fraccién hexanica, PhD: Fraccién cloroférmica, PhM: fracciébn metandlica, PhB:
Fraccion butandlica, PhA: Fraccion acuosa.

= Ensayo 1
= Ensayo 2
= Ensayo 3
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Figura 4-11. Porcentaje de Inhibicién vs Log de la concentracién de Cloroquina en el ensayo
de actividad antiplasmaddica in vitro?
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2 Gréficas de CQ (cloroquina) a concentraciones de 0.5,0. 25, 0.10, 0.01, 0.001 pg/mL.

Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antiplasmddica para extractos y
fracciones permitieron identificar y clasificar como muestras con actividad débil a
moderada en el ensayo in vitro las fracciones hexanica, cloroférmica y metandlica de P.
cumanense (PcH, PcD y PcM), y las fracciones en hexano y cloroformo (PhH y PhD) del
extracto etandlico de P. holtonii, estos resultados guiaron la siguiente etapa de la
investigacion, las fracciones fueron evaluadas en ensayos de actividad antimalérica in
vivo y seleccionadas para continuar el proceso de aislamiento, purificacion e
identificacion de metabolitos secundarios. Las fracciones PcB y PhB se incluyeron en los
ensayos de actividad antimalarica in vivo considerando que la caracterizacion fitoquimica
preliminar indico la presencia de flavonoides, metabolitos que han sido relacionados con
actividad antimalarica en especies del género Piper (Portet et al., 2007). Los valores de
parasitemias obtenidas en el ensayo in vivo se resumen en la Tabla 4-3 y los porcentajes
de inhibiciéon generados por cada muestra respecto al grupo control se presentan en la

Figura 4-12. Todas las muestras fueron evaluadas a una dosis de 250 mg/Kg/dia.
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Tabla 4-3. Valores de parasitémia obtenidos en el ensayo de actividad antimalérica in
vivo frente a P. berghei para cada una de las fracciones obtenidas de P. cumanense y P.
holtonii (Do. 250 mg/Kg/dia)

Muestras* Parasitemia
(%) £ DS**

PcEtOH 32.64 £6.73
PcH 43.29£2.42
PcD 44,35+ 0.11
PcM 32.07 £ 2.95
PcB 30.79 £ 5.88
PhEtOH 29.09 £ 5.67
PhH 39.90 £ 4.55
PhD 41.07 £ 4.89
PhB 31.99+1.6
CcQ 2.24 +10.8
DMSO 44.38 £ 4.09

*PcEtOH: Extracto etandlico de Piper cumanense, PcH: Fraccién hexéanica, PcD: fraccion cloroférmica, PcM: fraccion
metanolica, PcB: fraccion Butandlica, PcA: fraccion acuuosa, PhEtOH: Extracto etanolico de Piper holtonii, PhH: Fraccién
hexéanica, PhD: fraccion cloroférmica, PhM: fraccion metandlica, PhB: fraccién Butandlica, PhA: fraccién acuuosa, CQ:
Cloroquina, **DS: Desviacion estandar.

Figra 4-12. Porcentaje de inhibicién de la parasitemia en la evaluaciéon de actividad
antimalarica in vivo (Test de Peters), n=5.

Resultados de ensayos in vivo
100+
cQ
PcEtOH
PcH
PcD
PcM
PcB
PhEtOH
PhH
PhD
PhB

80+

D8A

60

27,7 30,6 344
26,4 27,9

% de inhibici6n

NOEE

Muestras®

*PcEtOH: Extracto etandlico de Piper cumanense, PcH: Fraccion hexanica de P. cumanense, PcD: fraccion cloroférmica,
PcM: fraccion metandlica, PcB: fraccion butandlica, PhEtOH: Extracto etandlico de Piper holtonii, PhH: Fraccién hexanica,
PhD: fraccion cloroférmica, PhB: fraccion butandélica, CQ: Cloroquina.
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Las fracciones que presentaron actividad en el ensayo in vitro fueron evaluadas en el
ensayo de FBIT. Los resultados de Clsq para las fracciones de P. cumanense y P. holtonii
se presentan en la Tabla 4-4. La Figura 4-13 muestra el comportamiento de porcentaje
de inhibicién vs Logaritmo concentracion para las muestras que presentaron actividad en
este ensayo.

Tabla 4-4. Ensayo de FBIT (Clso) de fracciones de P. cumanense y P. holtonii

Muestras Clso Muestras Clso
P.cumanense | (mg/mL)+ EMS | P. holtonii (mg/mL) £ EMS
PcEtOH 3.83+£0.39 PhEtOH >10
PcH 541+£1.28 PhH >10
PcD 6.22 £ 0.61 PhD >10
PcM >10 PhB >10
PcB >10 CQ* 0.05 +0.01

*CQ: Cloroquina

Figura 4-13. Porcentaje de inhibicién vs Log de la concentracién de los ensayos de FBIT
de fracciones de P. cumanense
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2Actividad de las fracciones obtenidas a partir de las partes aéreas de P. cumanense en el ensayo FBIT después de 22 h a
concentraciones de 10.0, 5.0, 2.5 y 1.25 ug/mL, cada concentracién fue evaluada por triplicado y cada ensayo conté con
control de vehiculo y control de cloroquina.
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Los resultados de actividad biol6gica de extractos y fracciones se resumen en las Figuras
4-14 y 4-15, a partir de estos resultados se decidié seleccionar las fracciones PcH, PcD,
PcM, PcB, PhH, PhD y PhB de las especies en estudio para continuar los procedimientos
de aislamiento y purificacion.

Figura 4-14. Cuadro resumen de actividad bioldgica de fracciones de P. cumanense

in vitro in vivo FBIT
Clso (ng/mL) % inhibicion Clso (mg/mL)
Cl PEZHl 5 el PcH
50~ . i —
Baja actividad Inactiva Clgp=5.41
P(_:D PcD PcD
Clgo=29.7 Inactiva Cl..=6.22
Baja actividad L
PcEtOH
in vitro Clgy= 22.4 CIPc_I\éI; 0 PcM PcM
50— . 50— " | — —_— i
i - 27.76% Inactiva
Baja actividad Bajaactividad | :

. PcB PcB PcB
Inactiva L 30.6% Inactiva

PcA
Inactiva

*La fraccion PcM presento efecto hemolitico

Figura 4-15. Cuadro resumen de actividad bioldgica de fracciones de P. holtonii

in vitro invivo FBIT
Clso (ug/mL) % inhibicién '~ Clso (mg/mL)
Cl PE1H7 2 =il By
El)é);ja : 10.1% Inactiva

- Pﬁzpz . PRD PhD
50T ee Inactiva Inactiva
Baja

PhEtOH BbM
Clsp= 12.0 Déhil
Moderada
PhB PhB PhB
Inactiva 27.9% Inactiva
PhA
Inactiva

Las muestras que no aparecen en el gafico no fueron evaluadas en el respectivo ensayo.
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Una vez se obtuvieron los extractos y fracciones de diferente polaridad de las especies,
se sometieron a caracterizacion fitoquimica por CCD y a evaluacion de actividad
biologica frente al cultivo in vitro de P. falciparum, los resultados de actividad
antiparasitaria obtenidos para los extractos en esta ocasion difirieron de los resultados
previos, pasando a clasificar los extractos etandlicos como muestras con actividad
moderada, lo que puede atribuirse a factores como la época de colecta, la edad de la
planta, factores medio ambientales, entre otros. El analisis de los resultados de actividad
antiparasitaria de las fracciones permitieron seleccionar cuales serian sometidas a
procesos de aislamiento y purificacion de metabolitos, estos resultados también permiten
proponer la realizacién a futuro de un perfil metabolémico de las especies en diferentes
épocas del afio y en diferentes estados de crecimiento de la planta para relacionar la
presencia de los metabolitos secundarios con la actividad biologica. La actividad
moderada observada tanto en los extractos como en las fracciones de las especies
estudiadas soportaria el hecho de combinar plantas como se hace en las preparaciones
tradicionales y abre la posibilidad a evaluar otro tipo de actividades relacionadas con la
sintomatologia de la enfermedad.

Al fraccionar los extractos etandlicos PcEtOH y PhEtOH la actividad no se concentré en
una fraccion, no obstante las fracciones de menor polaridad presentaron la mayor
actividad antiplasmoédica (Tablas 4-1 y 4-2), resultado similar al obtenido para otras
especies de Piper que han sido objeto de evaluacién antimaplasmédica cuyas fracciones
activas corresponden a las obtenidas en hexano, diclorometano o cloroformo (Jenett et
al., 1999, Portet et al., 2007).

Los valores de Clso de actividad antiplasmédica in vitro de las fracciones de Piper
cumanense PcH, PcD y PcM no mostraron diferencia significativa respecto a la Clsp del
extracto PcCEtOH (Test de Dunnett p<0,05), resultado que indicaria que la actividad sobre
el ciclo eritrocitico presentado por el extracto no es responsabilidad de un solo

metabolito, considerando que los perfiles fitoquimicos de las fracciones fueron diferentes.

Con el fin de determinar el efecto de las fracciones sobre la integridad de los eritrocitos
se realizé el ensayo de actividad hemolitica, encontrando que Unicamente la fraccion
metandlica de P. cumanense (PcM) generé hemodlisis significativa con un porcentaje de

hemodlisis del 36.9%, considerando la polaridad de la muestra se puede inferir que esta
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actividad hemolitica es debida a la presencia de saponinas, la fraccion PcM se consideré
para los procesos de aislamiento y purificacion a pesar de su efecto hemolitico debido a
gue el perfil cromatografico ademas de compuestos de tipo esteroidal/terpénico también
evidencid otros metabolitos mayoritarios (flavonoides) que podrian ser responsables de la

actividad antiplasmadica.

El extracto etandlico de P. holtonii, PhEtOH (Cls0=12.0ug/mL), presentd actividad
antiplasmédica significativamente diferente a las fracciones hexanica (PhH,
Clso=17.2pug/mL) y cloroférmica (PhD, Clso= 22.3ug/mL), dato que fue confirmado por un
test de Dunnett con un p< 0.05, esta diferencia puede atribuirse entre otros factores a un
posible efecto sinérgico de metabolitos de baja polaridad que componen estas

fracciones.

4.4 Aislamiento y  purificacion de  metabolitos
secundarios de Piper cumanense

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de actividad biol6gica se dio
continuidad al aislamiento y purificacibn de metabolitos secundarios presentes en las
fracciones seleccionadas. Se decidio aislar compuestos para ser sometidos nuevamente

a evaluacion antimalérica in vitro.

Los procesos de aislamiento y purificacion se llevaron a cabo con las fracciones PcD,
PcH, PcM, PcB de P. cumanense y las fracciones PhH, PhD y PhB de P. holtonii,

encaminados al aislamiento de los metabolitos mayoritarios.

4.4.1 P. cumanense fraccion en Diclorometano (PcD)

La fraccion PcD (10 g) fue fraccionada por CC empleando como fase estacionaria silica
gel 60 con un tamafio de particula de 63 a 200 um, la elucién se inici6 con hexano como
fase moévil aumentando la polaridad con adicion de 5% de CHCIs; hasta CHCIs al 100% y
posteriormente con mezclas de CHCIs;: AcOEt (95:5 a 5:95), después de analizar las

fracciones por CCD se reunieron en 29 fracciones.
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La fraccién PcD-3 (140 mg) de caracter liquido, revelé por CCD la presencia de una
sustancia mayoritaria, esta se sometié a purificacion por CC empleando 15 g de silica gel
eluyendo inicialmente con hexano 100%, aumentando la polaridad con adicién de AcOEt
al 2% hasta llegar a la mezcla hexano: AcOEt (90:10), posteriormente se realizaron
adiciones de 10% de AcOEt hasta 100%. Se obtuvieron un total de 20 fracciones
después de agruparlas por su comportamiento en CCD.

La fraccién PcD3-6 obtenida de la columna anterior fue sometida a purificacion por CC en
silica gel 60, en esta ocasion se empledé como fase mévil mezclas de hexano: AcOEt
(90:10 a 10:90) para obtener un total de 10 fracciones. La fraccién PcD3-6-3 se someti6 a
sucesivas CC empleando como fase movil hexano: AcOEt (90:10) y hexano: AcOEt
(80:20). Al final de éste proceso se obtuvo una muestra liquida que se mostr6é pura en

CCD a la que se denomino C1 (35 mg).

4.4.2 P. cumanense fraccion en hexano (PcH)

La fraccion PcH (10 g) fue fraccionada empleando silica gel 60 como fase estacionaria y
mezclas de hexano: CHCI; en polaridad creciente como fase movil, de esta columna se
obtuvieron un total de 18 fracciones después de agruparlas por su comportamiento en
CCD. La denominada PcH-2 fue analizada por CG-MS.

La fraccion PcH-14 (250 mg), mostr6 por CCD la presencia de metabolitos tipo esteroidal
o terpénico al revelar con vainillina 1%/H,SO4/EtOH. Esta fraccion fue sometida a una CC
sobre silica gel 60 empleando como fase movil una mezcla de hexano:CHCI; (30:70)
gue di6 lugar a 10 fracciones, la fraccion PcH-14-6 present6 un precipitado que fue
purificado por recristalizacibn en metanol para obtener 34 mg de un sdélido de color

blanco que cristalizé en forma de agujas al que se denominé C2.

4.4.3 P. cumanense fraccion metandlica (PcM)

La fraccion metandlica (PcM) reveld por CCD la presencia de un flavonoide mayoritario y
compuestos terpénicos y/o esteroidales, varias fracciones de 15 g se sometieron a
separacion en cromatografia en columna sobre silica gel 60, la elucion se inici6 con

CHCI; y la polaridad de la fase mévil se aumentd por la adicion creciente de 5% de



48 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

acetato de etilo hasta 100%, posteriormente se eluyé con mezclas de AcOEt: MeOH
(50:50) hasta MeOH 100%, como resultado de esta columna se obtuvieron 36 fracciones
gue fueron caracterizadas por CCD. La fraccién PcM-10 (400 mg) revel6 la presencia de
un compuesto mayoritario que fue purificado empleando CC con silica gel 60, eluida
inicialmente con CHCI; y posteriormente aumentando la polaridad con porciones de 5%
de AcOEt hasta 100%. De esta columna se obtuvieron 15 fracciones, de las cuales la
denominada PcM10-8 (80 mg) presentd el compuesto mayoritario y fue sometida
nuevamente a CC eluida con cloroformo 100 %. Como resultado se obtuvieron 5
fracciones, la PcM10-8-2 (21 mg) se presentdé como un sélido que cristalizé en forma de

agujas y se denomin6 compuesto C3.

La fraccibn PcM-19 (2.5 g) mostr6 por CCD (CHCIs: AcOEt 80:20) la presencia de
flavonoides por lo que se purific6 empleando CC con silica gel 60, la elucién comenzé
con CHCI; seguida de mezclas de CHCIls: AcOEt (90:10) hasta AcOEt 100%,
obteniéndose 23 fracciones. La fraccién PcM 19-6 (530 mg) que presentd un compuesto
principal fue nuevamente sometida a CC sobre silica gel 60 con CHCls: AcOEt (70:30)
como eluente y después de analizar las fracciones por CCD se reunieron en 6 grupos. La
fraccibon PcM 19-6-2 (110 mg) fue nuevamente sometida a CC sobre silica gel 60
empleando CHCls. AcOEt (80:20) como fase movil, obteniéndose 5 fracciones, de la

fraccion 2 cristalizé un sélido blanco al que se denomin6é compuesto C4 (34 mg).

La fraccion PcM-29 (480 mg) revelé por CCD con vainillina 1% /H.S0410% /etanol la
presencia de un compuesto mayoritario del tipo terpeno y/o esteroide por lo que fue
sometida a CC sobre silica gel 60 y eluida con CHxCl,: MeOH (95:5) hasta metanol
100%, obteniéndose 14 fracciones. De estas la fraccibn PcM 29-7 presenté un
precipitado que fue purificado por recristalizacion con metanol, obteniéndose un sélido
blanco denominado C5. Debido a su baja solubilidad en los solventes empleados para el
andlisis por RMN fue necesario realizar la acetilacion de la muestra, para tal efecto se
tomaron 10 mg que fueron disueltos en 1 mL de piridina'y 1 mL de anhidrido acético, esta
solucién se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas, tiempo
después del cual se adicion6 agua a 4°C y se realiz6 extracciéon con CHCI; (3x5 mL). La

fase organica se extrajo tres veces con HCI 10% (3 x 10 mL), posteriormente con agua
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destilada y finalmente se secd con sulfato de sodio anhidro, el solvente fue retirado

empleando rotaevaporador y vacio, la muestra resultante se denominé C5a.

4.4.4 P. cumanense fraccién butanol (PcB)

La fraccion butandlica de P. cumanense aunque no present6 actividad biolégica frente al
ensayo de actividad antimalarica in vitro, fue la fraccién que presenté6 mejor actividad en

los ensayos in vivo.

La fraccién PcB present6 en su caracterizacion por CCD con el revelador NP-PEG la
presencia de flavonoides. El proceso de separacion comenzé filtrando 900 mg de PcB (3
porciones de 300 mg c/u) en una columna de Sephadex LH-20 eluida con una mezcla
MeOH: CHCIz (80:20), obteniéndose 16 fracciones. Las fracciones PcB-7 a PcB-16
revelaron por CCD la presencia de flavonoides en un sistema
AcOEt:H,0:CH3;COOH:HCOOH (100:27:11:11) revelando con NP-PEG.

La fraccion PcB-7 (85 mg) fue sometida a purificacion sucesivamente (4 veces) utilizando
una columna de Sephadex LH-20 y MeOH:CHCI; (80:20) como fase movil, de este
proceso se obtuvo un soélido amarillo (12 mg) al que se le asigné el cédigo C6 que se

present6 puro en CCD revelando con NP-PEG.

La fraccion PcB-8 (22 mg) también fue purificada por cromatografia en Sephadex LH-20,
empleando MeOH:CHCI; (90:10) como fase movil, después de pasar tres veces la
muestra en el mismo sistema, se obtuvo un sdélido de color amarillo (9 mg) que se

codific6 como C7.

La fraccion PcB-10 revel6 positivo para flavonoides, la CCD mostr6 dos compuestos
principales con el reactivo NP-PEG con valores de Rf en 0,6 y 0,4 en el sistema de
elucion AcOEt: H,O: CHz;COOH: HCOOH (100:27:11:11), esta fraccion se purificd
repetidamente (4 veces) en una columna de Sephadex LH-20 empleando MeOH como
eluente. Al final del proceso se obtuvo un sélido de color amarillo (8 mg) al que se

denominé C8.
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4.5 ldentificacion de metabolitos de P. cumanense
En algunas de las Figuras de los espectros se colocan las estructuras quimicas o
fragmentos de estas, con el fin de facilitar el analisis de los espectros correspondientes.

4.5.1 Identificacion del compuesto C1

El compuesto C1 fue aislado como un liquido viscoso de color amarillo, analizado por
técnicas de IR, RMN, EM y por comparacion con datos de la literatura. El espectro de IR
(Figura 4-16) present6 una banda ancha de absorcién en 3378 cm™ (vo.n) de estiramiento
axial de OH caracteristico de &acido carboxilico, funcién que también se ve reflejada en la
banda intensa en 1686 cm™ de deformacion axial de C=0 (vc.0), ademas se presentaron
bandas en 2972 y 2924 cm™ de vcr (CH2y CH3) y entre 1603 y 1450 cm™ caracteristicas

de C=C de aromaticos.

Figura 4-16. Espectro IR de C1 (celda de NaCl)
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El espectro de RMN de H de C1 (Figura 4-17) mostr6é dos sefales en 8y 7.74 y 7.59,

dobletos con J de 2.0 Hz que integran cada uno para un hidrégeno, atribuibles a sefiales

de hidr6genos aromaticos que se encuentran en meta, dos sefales en 64 6.38 y en dn
5.58 dobletos con J de 10.0 Hz que integran cada uno para un hidrégeno, que por su
valor de desplazamiento quimico y constante de acoplamiento indican la presencia de
dos hidrégenos olefinicos en cis. También se observan 2 sefales en 64 5.28 (m, 1H) y dn
5.09 (m, 1H) atribuibles a hidrégenos olefinicos, una sefial en 64 3.28 (d, 7 Hz, 2H) cuyo
valor de desplazamiento indica que esté ligado a un anillo aromatico o a un heteroatomo,

una sefial en oy 2.09 que integra para 2 hidrégenos y 4 sefiales en campo alto
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caracteristicos de grupos metilicos (6 1.41, 1.56, 1.65 y 1.73) que por su valores de
desplazamiento quimico son propios de unidades isoprénicas.
Figura 4-17. Espectro RMN H de C1 (400 MHz, CDCls)
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El espectro de *C (Figura 4-18) presenta un total de 22 sefiales, una sefial de grupo
carboxilico en 8¢ 171.89 que por su desplazamiento confirma la presencia de un carbono
de un grupo &cido que habia sido detectada en el espectro IR, una sefial en 8c156.02 de
un carbono oxigenado ligado a anillo aromatico, 11 sefiales en la region aromatica entre
119 y 133 ppm, 6 de las cuales corresponden a carbonos metinicos y 5 a carbonos
cuaternarios de acuerdo con el espectro DEPT 135 (Figura 4-19), una sefial en 8¢ 80.11
de carbono cuaternario saturado oxigenado, 3 sefiales en campo alto correspondientes a
carbonos metilénicos y 5 sefiales de carbonos metilicos. Teniendo en cuenta los valores
de desplazamiento quimico de los hidrégenos metilicos, el niumero de sefales, las
consideraciones biosintéticas y la revision bibliogréfica, se propuso que la molécula
cuenta con dos unidades de isopreno o un grupo geranilo. EI espectro de correlacién

homonuclear 'H-'H COSY (Figura 4-20) permiti6 confirmar correlaciones entre las
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sefiales 61 6.38 (d, 10 Hz, 1H) y 64 5.58 (d, 10 Hz, 1H), la correlacién entre las sefiales en
dcH 5.28 y dcHz 3.28 y 6cn 5.09 y 6cHz 2.09 permiten confirmar la presencia de 2 unidades
isoprénicas.

Figura 4-18. Espectro RMN *3C de C1 (100 MHz, CDCls)
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Figura 4-20. Espectro 'H-'H COSY de C1 (400 MHz, CDCls)
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El espectro bidimensional HMQC (Figuras 4-21 y 4-22) permitié atribuir y correlacionar
las sefales de hidrégeno y carbono como se muestra en la Tabla 4-6 y confirmar grupos

funcionales propuestos.
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Figura 4-21. Espectro HMQC de C1 (400 MHz, CDCls)
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El espectro de correlacion HMBC (Figura 4-23) permitié determinar la ubicacion de los
sustituyentes del anillo aromético. El grupo &cido se ubic6 considerando los
acoplamientos a 3J de la sefial en 5c 171.89 con las sefiales en 8y 7.74 (H-7) y &4 7.59
(H-5) del anillo aromatico. Las correlaciones a 2J y 3J entre la sefial en 54 5.58 (H-3) y las
sefiales en 8¢ 80.11 (C-2) y 8¢ 120.24, (C-4a) asi como la correlacion a 3J entre la sefial
o1 6.38 (H-4) y las sefales en 6¢ 80.11 (C-2) y 8¢ 156.02 (C-8a) permitieron definir que el
doble enlace es vecino a un carbono oxigenado y a carbonos aromaticos lo que permite

proponer como estructura general un cromeno.
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Figura 4-22. Espectro HMQC de C1- Expansién 0.6- 3.7 ppm (400 MHz, CDCls)
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Figura 4-23. Espectro HMBC de C1 (400 MHz, CDCls; expansion 3.2-8.5 ppm)
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La correlacién entre la sefiales en 64 1.41 y 8¢ 80.11 (Figura 4-24) indicaron que un
radical metilo esta directamente unido al carbono oxigenado del cromeno. La correlacion
a 2J entre &4 1.41 y 8¢ 42.01 permite proponer que un grupo metileno de una unidad
isoprénica esta unido al carbono oxigenado del cromeno, propuesta que se confirma por
la correlacion espacial observada en el espectro NOESY entre las sefiales en 64 5.58 (H-
3) y 2.09 (H-2) (Figura 4-25). También fue posible asignar la segunda unidad isoprénica
por la correlacion en el espectro de HMBC entre las sefiales en 6y 3.28 (H-1") y 8¢
129.08 (C-8) y entre 64 3.28 (H-1") y 6¢ 156.02 (C-8a), que ubica esta unidad en la
posicibn C8 del cromeno, afirmacién confirmada por el espectro NOESY donde se
observa correlacion espacial de la sefial de hidrégeno en &y 7.74 (H-7) con 64 5.28 (H-2")
y de 84 7.74 (H-7) con 64 3.28 (H-1"). Por comparacion con datos de la literatura (Tabla
4-5) se identific6 a C1 como el acido gaudichaudianico, &cido [2-metil-2-(4’-metil-3’-
pentenil)-8-(3”-metil-2""-butenil)-2H-1-benzopiran-6-carboxilico. El valor de rotacién
Optica para C1 de [a] ®p +4.5 (0.1, CHCIs) sugiere la presencia de una mezcla de
enantiomeros, considerando que el valor de rotacion Optica para el enantiomero con
configuracion S en el C-2 es de [a] %%, +21 (0.1, CHCIs) (Lago et al., 2004).

Figura 4-24. Espectro HMBC de C1 (400 MHz, CDCls; expansion 1.0-3.7 ppm
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ura 4-25. Espectro NOESY de C1 (400 MHz, CDCls)
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Tabla 4-5. Comparaciéon de los datos de RMN 'H y *C de C1

literatura para acido gaudichaudianico (Lago et al., 2004)

con los datos de la

Acido gaudichaudianico C1 (CDClg)
2 3

“ | & mpm) coCL) GE:C(DF’(":E)) 51 (ppm) S ) )
2 - 79.9 - 80.11
3 5.58 (d, 10 Hz,1H) 129.5 5.58 (d, 10.0 Hz,1H) 129.61 | C4,C2
4 6.38(d, 10 Hz, 1H) 121.9 6.38 (d, 10.0 Hz, 1H) 122.72 C4a C5, C8a, C2
4a - 120.6 - 120.24
5 7.59 (d, 2.1 Hz,1H) 126.7 7.59 (d, 2.0 Hz,1H) 126.90 C4, C7,

C10,C8a
6 120.8 - 120.83
7 7.75 (d, 2.1 Hz,1H) 131.8 7.74 (d, 1,6 Hz,1H) 131.97 C10, C5,

C8a
8 - 128.9 - 129.08
8a - 155.8 - 156.02
9 1.41 (s,3H) 26.9 1.41 (s,3H) 27.34 c2 c1
10 - 172.1 - 171.89
1 1.78 (m, 2H) 41.9 1.70 (m, 1H) 42.01
1.84 (m, 1H)

2 2.25 (m,2H) 22.7 2.09 (m, 2H) 22.92
3 5.09 (m, 1H) 123.9 5.09 (m, 1H) 123.98
4 - 131.8 - 132.02
5 1.56 (s, 3H) 17.6 1.56 (s, 3H) 17.74 C3
6’ 1.67 (s, 3H) 25.6 1.65 (s, 3H) 25.79 C5’ Cc4',C2
17 3.28(d, 7.3 Hz, 2H) 28.2 3.28(d, 7.2 Hz, 2H) = 28.34
2” 5.28 (m, 1H) 121.9 5.28 (m,1H) 122.03
3" - 132.6 - 132.81
4 1.73 (s, 3H) 25.8 1.73 (s, 3H) 25.79 | C3” c5”,
5” 1.73(s, 3H) 17.3 1.73(s, 3H) 18.02 c4”
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4.5.2 Analisis de la fraccion PcH-2

La fraccion PcH-2 obtenida de la fraccion hexanica de P. cumanense fue analizada por
CG-EM, el andlisis de esta fraccion permitié detectar la presencia de monoterpenos y
sesquiterpenos. Los componentes mayoritarios corresponden a oxido de cariofileno,
piperitona, espatulenol y a-cadinol, cubenol, muroleno (Tabla 4-6). La Figura 4-26
muestra el perfil cromatogréfico de la muestra PcH-2, la Figura 4-27 muestra los
espectros de masas de los picos principales.

Por esta misma técnica fueron analizadas las fracciones PcH-3 y PcH-4 también
resultantes de la columna de PcH, los resultados obtenidos por esta técnica fueron
similares a los encontrados para PcH-2 (Figura 4-28, Tabla 4-6).

Figura 4-26. Perfil cromatogréfico por CG de la fraccion PcH-2
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Figura 4-27. (Continuacion)
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Tabla 4-6. Metabolitos determinados en la fraccién PcH-2
Espectro Compuesto PM Formula IK* Biblioteca
molecular
A Piperitona 152 C10H160 1255 WILEY229
B Espatulenol 220 CisH240 1576 WILEY229
C Oxido de cariofileno 220 CisH240 1580 WILEY?229
D Cubenol 222 C15H260 1512 SHIM1607
E a-Canidol 222 CisH240 1655 WILEY229
F 14-hidroxi-a-Muroleno 220 C15H240 1640 SHIM1607

* indice de Kovats calculado en columna capilar HP-5
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Figura 4-28. Principales metabolitos detectados por CG-EM en la fraccion de PcH-2
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4.5.3 Identificacion de la muestra C2

La muestra C2 fue obtenida como un solido cristalino (P.F. 127-129 °C) identificado por
andlisis de RMN !H y 13C y comparacion con datos de la literatura (Kojima et al., 1990). El
espectro de RMN !H (Figura 4-29) presenta sefiales entre &y 0.60-2.20 que son
compatibles con sefiales de hidrogenos metilicos y metilénicos de esteroides, entre estas
sefiales se puede destacar los singletos en 64 0.67 y 1.0 de los metilos C-18 y C-19 de
un ndcleo esteroidal. La sefial en &4 3.52 (m) fue atribuida al hidrégeno carbindlico H-3 y
la sefal en &4 5.34 (sl) al hidrogeno olefinico (H-6), estas dos sefiales presentaron
integracion para 2 hidrégenos lo que permitié proponer la presencia de dos moléculas.
Las sefales en 64 5.00 y 5.12 correspondientes a hidrogenos olefinicos permiten
proponer que la muestra contiene un esterol con dos dobles enlaces. Esta mezcla de
esteroles es comun en plantas y corresponde a B-sitosterol y estigmasterol (Kojima et al,

1990), ampliamente descrita en la literaura.
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Figura 4-29. Espectro RMN H de la muestra C2 (400 MHz, CDCls)
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El espectro de *C (Figura 4-30) presenta sefiales que confirman

moléculas en la muestra, se destacan las sefiales en 6c138.4 y 6¢129.5 propias de
carbonos olefinicos adicionales a las sefiales en 6c140.9 y 5¢121.85 propios de una
insaturacion entre las posiciones C-5 y C-6 del nlcleo esteroidal. Esta propuesta fue
confirmada por analisis de CG-MS, los espectros para los dos picos principales se
presentan en la Figura 4-31, con valores de m/z 412 y 414. Los datos de *C RMN

obtenidos fueron comparados con datos de la literatura (Tabla 4-7) confirmando la

propuesta realizada.

la presencia de dos
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H 13
Figura 4-30. Espectro RMN **C y DEPT 135 de C2 (100 MHz, CDCls)
— © w0
— < < 0 © DODTOANNOMNOINMNANLONDD TN OLW —
o o <) ~ S DOONOYTITNFTOQOOITANNDOAN— O
< ™M N o~ ~— OO OO OANNODOMNOANTTNH OO N
~— ~— ~— N~ LOLLOLTTTOOOOOANNN~™— — —
o e i S ) [P
C-3 L 30000
C-5 C-6
C-22 L 20000
C-23
I
C2-1:22-23 dihidro [- 10000
c2-2: A%®
~ Lo
[0 135 130 125 120 15 100 105 100 95 9 8 8 75 70 65 6 55 50 45 40 3% 30 25 20 15 10
[O © O WO <t 0™ (22 0 O I~ O 0 w0 < T O < - AN W0 O MNO ONDOVMOMO A W © ©
R~ oo N = «Q N WM~ © N - D NXVO — AN QI MM NQIO T QMO O | 8000
o © © v == %) NO oD N~ © M — = — O O © OCUOSTTON— — (00D O 0 AN N — —
IO O W W 0w wWw < < T O™ @ ™ D MMM NN AN NANANNANANANFT~ v~ v v v v«
~ NN I VS [ I~ NS A A =" s
I
i | 4000
L 2000
Lo
-CH2 | -2000
L | -4000
L -6000
k8 5% s+ s s 48 4 4 4 4 B % %m0 » 2 24 D w8 1 14 N
f1 (ppm)

Al I.‘ "

133 145 159 2

173 1g5 199

223 a1

m

255

27 201
T | [

3 37

351
Il

369 379

218,596,

100

95
o7
I
| |

Lt UL ||||.II| I||||
200

(o8]
+—=
=]

200

204
am

54758 Scan No.:

6320

350931 ;
50 55
I g
E3 133 145 1/ 20 303 4
19 )| 285 273 329 396
a ||| Hl .|||| IHH m.lll.ml .|||||lu |I]|||| .||I|.II I||.| ||‘!|T;l‘8 uala dy |‘|. |.. m | L. 1298 || L |355 3%1 |.|I | |
100 200 200 400 |

C2-2:Estigmasterol

C2-1: B-sitosterol




64 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

Tabla 4-7. Comparacion de datos de RMN *C de C2-1/C2-2 con datos de la literatura

Cc2-1

para (B-sitosterol y estigmasterol (Kojima et al., 1990)

C2-2

Sitosterol On Estigmasterol On C2-1/C2-2 On (ppm)

C &c (ppm) (ppm) &c (ppm) (ppm) &c (ppm) (CDCl3)
(CDCl3) (CDCls) (CDCl3) (CDCls) (CDCls)

1 37.2 37.2 37.42
2 31.6 31.6 31.82
3 71.8 3,52m 71.8 3.52m 71.98 3.52m
4 42.3 42.3 42.46
5 140.7 140.7 140.91
6 121.7 5.35m 121.7 5.35m 121.85 5.34d
7 31.9 31.9 32.08
8 31.9 31.9 31.92/31.89
9 50.1 50.1 50.34
10 36.5 36.5 36.67
11 211 211 21.24
12 39.8 39.7 39.95
13 42.3 42.2 42.49
14 56.3 56.8 56.94
15 24.3 24.4 24.46
16 28.2 28.9 28.25/28.93
17 56.0 55.9 56.05/55.95
18 11.9 0.68 12.0 0.69 11.87/11.99 0.67/0.68
19 19.4 1.01 194 1.01 19.40/19.83 1.00
20 36.1 40.5 36.15/40.50
21 18.8 0.92d 21.2 1.02 18.79/21.24 0.92
22 33.9 138.3 5.15dd 33.94/138.45 5.14 dd
23 26.0 129.2 5,01 dd 26.07/129.45 5.01 dd
24 45.8 51.2 45.83/51.24
25 29.1 31.9 29.15/31.92
26 19.8 0.83d 211 0.83d 19.83/21.08 0.82
27 19.0 0.81d 19.0 0.81d 19.00 0.82
28 23.0 0.84t 25.4 0.84t 23.07/25.41 0.84
29 12.0 12.3 12.02/12.26
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4.5.4 Identificacién del compuesto C3

El compuesto C3 fue aislado como un sdélido cristalino (P.F. 115 + 2°C). El espectro de IR
(Figura 4-32) present6é bandas de absorcién en 2923 y 2683 cm™ de vc (CH2y CHs), en
1680 cm™ de deformacion axial de C=0O (vco) y en 1605, 1500 y 1441 cm? de
deformacion axial C=C de aromaticos (vc-c). El espectro de RMN *'H (Figura 4-33),
mostré 8 sefiales que integran para 15 hidrogenos, 3 de las cuales estan ubicadas en la
region de hidrégenos de anillo aromatico, la sefial en &4 7,97 (dd, 2.0, 8.6 Hz) acopla con
la sefal en 647.88 (2.0 Hz) y con la sefial en 84 6.88 (8.6 Hz), los valores de J indican que
se encuentran en orto y para respecto a la sefial en &4 7.97. También se observa una
sefial en 64 5.30 (m, 1H) de hidrégeno olefinico, una sefal en 84 3.91 (s, 3H) de un grupo
metoxilo, una sefial en 84 3.33 (7.2 Hz) de un hidrégeno metilénico que por su valor de
desplazamiento puede encontrarse como sustituyente de un anillo aromético o unido a un
heterodtomo y ademas 2 sefiales en campo alto de radicales metilicos que por sus
valores en &y 1.72 y 1.76 son compatibles con hidrégenos metilicos de una unidad

isoprénica.

Figura 4-32. Espectro IR de C3 (KBr)
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Figura 4-33. Espectro RMN 'H de C3 (400 MHz, CDCls)
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El espectro de *C (Figura 4-34) present6 un total de 13 sefiales, la sefial en 8¢ 171.87,

permitié confirmar la presencia de un carbono de acido carboxilico. La sefial en 6¢c 161.82

se puede atribuir a un carbono oxigenado en un anillo aromatico y la sefial en 8¢ 55.57 de

carbono oxigenado confirma la presencia de un grupo metoxilo. Las sefiales en campo

alto en 6c 17.77 y 25.8 ppm, son propias de carbonos metilicos de una unidad de

isopreno.
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Figura 4-34. Espectro RMN 13C de C3 (100 MHz, CDCls)
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El andlisis del espectro de correlacion HMQC (Figura 4-35) posibilitd la asignacion de las
sefiales de hidrégeno a sus respectivos carbonos, como se muestra en la Tabla 4-9. El
espectro de HMBC (Figura 4-36) permitid ubicar los sustituyentes en el anillo aroméatico
de la siguiente manera, la correlacion a %J entre &y 3.33 (H-1') y 8¢ 130.30 (C-3)
determind la ubicacién de la unidad de isopreno en la posicion 3 del anillo aromatico, la
posiciébn 1 fue asignada al carbono unido al grupo acido y fue confirmada por las
correlaciones entre las sefales en 64 7.88 y 7.97 con la sefial en 6c171.87. El grupo
metoxilo se ubicd en la posicion 4 considerando la correlacién a 3J entre 5y 3.91 y §¢
161.82. De esta manera se concluyé que el compuesto C3 corresponde a el acido 4-
metoxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoico concordante con la m/z 219.1021 [M-H] calculada
para Ci3H1503, (Figura 4-37), estructura que fue confirmada por comparacion con datos
de la literatura (Tabla 4-8) (Cao et al., 2003).
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Figura 4-35. Espectro HMQC de C3 (CDCls)
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Figura 4-36. Espectro HMBC de C3 (CDCls)
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Figura 4-37. Espectro de HRMS [M-H] de C3
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Tabla 4-8. Comparaciéon de los datos de RMN 'H y 3C de C3 con los datos de la
literatura para el acido 4-metoxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoico (Cao et al., 2003).

Acido 4-metoxi-3-(3-metil-2-
c butenil)—benz(oico C3 (CDCly) , .
61 (ppm) 6c (ppm) 54 (ppm) ¢ J
(CDCls) (DMSO-ds) (ppm)
1 - 122.4 - 121.59
2 7.83 (d, 2.2,1H) 129.5 7.88 (d, 2.0 Hz,1H) = 131.39 COOH, C1’
3 - 129.0 - 130.30
4 - 161.8 - 161.82
5 6.85 (d, 8.6 Hz,1H) 109.5 6.88 (d, 8.6 Hz,1H) 109.57 | C6 c1
6 7.97(dd, 2.2, 8.6 128.4 7.97 (dd, 2,0;8.6 130.21 c2,
Hz,1H) Hz,1H) COOH,C4
1 3.30(d, 7.1 Hz, 27.2 3.33(d, 7.2 Hz, 2H) | 28.32 C3,C4
2H)
2 5.28 (1H, m) 121.0 5.30 (1H, m) 121.21
3 - 132.5 - 133.20
& 1.73 (3H, s) 25.2 1.76 (3H, s) 25.80 | C5, c2
5 1.69 (3H, s) 17.1 1.72 (3H, s) 17.77 | c4’
OCHz 3.88 (3H, s) 55.0 3.91 (3H, s) 55.57
COOH - 167.5 - 171.87
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4.5.5 Identificacion del compuesto C4

El compuesto C4 fue aislado como un sdélido cristalino de color blanco (P.F. 106.5 + 2 °C)
gue reveld positivo para flavonoides con el reactivo de NP-PEG por CCD y fue
identificado por andlisis de los espectros de IR, RMN 1D y 2D, EM y comparacién con
datos de la literatura (Mustafa et al., 2003). El espectro de IR (Figura 4-38) presentd
bandas de absorcién en 3304 cm™ correspondiente a la deformacién axial de grupos OH,
en 1654 cm™ de deformacion axial de grupo carbonilo y en 1605, 1569, 1522,1468 cm™
de deformacioén axial de C=C aromaticos. El espectro de RMN *H (Figura 4-39) presento
5 sefales. Las sefales en &4 7.27 (m,4H) y 7.17 (m,1H) por su multiplicidad e integracién
son atribuibles a hidrégenos de un anillo aromatico monosustituido. Una sefial en o4 5.85
(s, 2H) de hidroégenos olefinicos y sefales en 64 3.33 (m, 2H) y &4 2.98 (m, 2H) atribuibles
a hidrégenos de carbonos unidos a sistemas aromaticos o a grupos carbonilo.

Figura 4-38.Espectro IR de C4 (KBr)
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El espectro de *C (Figura 4-40) present6 un total de 10 sefiales, una en dc 206.04 de un
grupo carbonilico de cetona, dos sefiales en &¢ 32.21 y 46.90 de carbonos metilénicos,
tres sefiales de carbonos de grupos metinicos y cuatro sefales de carbono cuaternario
en la region de aromaticos de acuerdo al espectro DEPT 135 (Figura 4-40). Las
correlaciones observadas en el espectro HMQC (Figura 4-41) entre &4 3.33 y &¢ 46.90
son compatibles con las de un radical metilénico vecino a un grupo carbonilico o a
heteroatomo. La sefal en &¢c 32.21 y su respectiva sefial de hidrégeno en o4 2.98 son
propias de un radical -CH, unido a un sistema aromatico o perteneciente a un grupo
isoprénico que se descartd por la ausencia de gupos metilo en los espectros de RMN.

Las sefiales en la region aromatica confirman la presencia de un anillo aromético
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monosustituido. Con los datos obtenidos, por consideraciones biosintéticas y después de

comparacion con la literatura se determind que la molécula puede corresponder a una

chalcona.
Figura 4-39. Espectro RMN H de

C4 (300 MHz,CDOD)
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Figura 4-40. Espectro RMN *Cy

EPT 135 de C4 (75 MHz, CDs0D)
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El espectro de correlacion HMBC (Figura 4-42) mostré que la sefial en 64 3.33 acopla con
la sefial en dc 32.21, estos datos y los anteriormente descritos permitieron definir la
presencia de un grupo metilénico que se encuentra unido al anillo aromatico
monosustituido, la correlacion a dos enlaces entre &4 3.33 y 6¢c 32.21 y entre 4 2.98 y 8¢
46.90 llevé a concluir que los dos grupos metilénicos son vecinos y la correlacion entre
dn 3.33 con 8¢ 206.04 asi como la correlacion de 84 2.98 con 6¢c 206.04 permitié definir
gue los grupos metilénicos se encuentran ligados a un grupo carbonilo, determinando la

presencia del siguiente segmento en la molécula:

)

Figura 4-41. Espectro HMQC de C4 (500 MHz, CDs0OD)
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El acoplamiento a *J entre las sefiales en &y 5.85 que integra para dos hidrégenos y 8c-o
206.04 conllevo a concluir que se presenta un anillo aromatico simétrico unido a un grupo
carbonilo (Figura 4-42), el valor en 8y 5.85 para hidrogenos aromaticos desprotegidos
permitié proponer como sustituyentes grupos oxigenados. Teniendo en cuenta lo anterior
se propuso la estructura 2’,4’,6’ trihidroxidihidrochalcona que esta acorde con el valor de
m/z obtenido en el espectro de masas HRMS con valor de 259.0980 [M+H]" (C1sH1504)
para C4 (Figura 4-43). En la Taba 4-10 se encuentra la comparacién de los datos
obtenidos con los reportados en la literatura (Mustafa et al., 2003), otros acoplamientos a
dos y tres enlaces se registran en la Figura 4-42 y en la Tabla 4-9 que confirman la

propuesta realizada anteriormente.

Figura 4-42. Espectro HMBC de C4 (500 MHz, CDs;0D)
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Figura 4-43. Espectro HRMS [M+H]* de C4, m/z: 259.0980 (calcd. C1sH1504)
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Tabla 4-9. Comparacion de los datos de RMN H y *C de C4 con datos de la literatura
para 2’,4’,6'-trihidroxidihidrochalcona (Mustafa et al., 2003).

2,4 ,6-
trihidroxidihidrochalcona C4 (CDs0D)
C 23 3]
(Acetona- de)
3 (ppm) &c(ppm) 61 (ppm) Sc (ppm)

1 - 203.3 - 206.04
2 3.39 (t, 2H) 44.4 3.33 (t, 2H) 46.90 C1,Cs3 C4
3 2.97 (t, 2H) 29.6 2.98 (t, 2H) 32.21 C2 C1, C5-C9
4 - 141.2 - 143.19
5,9 7.27 (M, 4H) 127.7 7.27 (m, 4H) 129.42 c4 C3
7 7.18 (m, 1H) 125.2 7.17 (m, 1H) 126.85
6, 8 7.27 (m, 4H) 127.7 7.27 (m, 4H) 129.34
1 - 103.1 - 105.30
2,6 - 163.6 - 165.81
3,5 5.94 (s, 2H) 94.1 5.85 (s, 2H) 95.75 c4 cr
4 - 164.0 - 166.14
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4.5.6 ldentificacidon del compuesto C5

Este compuesto se aislé6 como un solido blanco con P.F. 307-309°C, esta muestra fue
acetilada para facilitar su andlisis por RMN. El espectro de IR de C5 (Figura 4-44) reveld
bandas de absorciéon en 3402 cm™ de estiramiento axial de OH, bandas en 2934 y 2868
cm™ de estiramiento de CH,y CHs, en 1460,1367 cm™ de estiramiento C-C y en 1023 cm'*

de estiramiento C-O.

Figura 4-44. Espectro IR de C5 (KBr)
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El espectro de RMN 'H de la muestra acetilada (C5a) (Figura 4-45) se asemeja a los
obtenidos para compuestos con nlcleos esteroidales, present6 4 sefiales entre 84 1.99 y
dn 2.09 correspondientes a hidrogenos metilicos propios de 4 grupos acetilo que
proponen la presencia de 4 grupos hidroxilo en la molécula de C5, la sefial en 64 3.4 es
atribuiblea un hidrégeno carbindlico caracteristico de un nucleo esteroidal (H-3), también
se observan sefiales en &y 5.35 de un hidrégeno olefinico y una sefial en &4 4.58 (d, 8.0
Hz) propia de un hidrogeno anomérico, ademas de sefales entre oy 4.0 y &4 5.2
compatibles con una unidad de carbohidrato. La serie de sefales entre 64 0.5y 84 1.0 son
propias de metilos de un esqueleto esteroidal. El espectro de *C (Figura 4-46) mostré
seflales en dc 140.49 y 122.29 correspondientes a dos carbonos olefinicos de una
estructura esteroidal, la sefial en 80.21 se atribuye a un carbono carbindlico y una sefial
en 99.78 que representa un carbono anomérico. Esta unidad fue identificada como
glucosa considerando los desplazamientos quimicos de los hidrogenos metinicos y los

valores de los carbonos correspondientes.
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Figura 4-45. Espectro RMN H de C5a (400 MHz, CDCls)
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La comparacion con los datos de *C de C5a y datos de la literatura para el tetra-acetato

del B-D-glucopiranosil-3-O-sitosterol (Kojima et al., 1990) permitieron identificar a C5

como Sitosterol 3-O-B- glucopirandsido (Tabla 4-10).

CHé

CH3COO

HaCO0-\
3

Cha

Tabla 4-10. Comparacion de los datos de RMN 3C de C5a con datos de la literatura para

Tetra O- acetil-3-O-B-D-glucopiranosil-sitosterol (Kojima et al., 1990).

Sitostero!-S-O-B_-D- Cb5a Sitostero!—S—O—ﬁ-D- Csa

c glucopiranosil Sc c glucopiranosil 5c (ppm)
acetato (ppm) acetato
8c(ppm) (CDCls) | (CDCls) 5 (ppm) (CDCls) (CDCLy)
1 37.2 37.48 19 194 19.49
2 294 30.27 20 36.1 36.42
3 80.1 80.22 21 18.8 19.18
4 38.9 39.03 22 33.9 34.21
5 140.3 140.49 23 26.0 26.35
6 122.2 122.29 24 45.8 46.00
7 31.8 32.18 25 29.1 29.45
8 31.9 32.02 26 19.8 19.94
9 50.1 50.34 27 19.0 20.72
10 36.7 36.86 28 23.1 23.38
11 21.0 21.19 29 12.0 12.12
12 39.7 39.97 1 99.7 99.78
13 42.3 42.47 2 71.5 71.67
14 56.7 56.91 3 72.9 73.07
15 24.3 24.53 4 68.5 68.73
16 28.2 29.32 5 1.7 71.84
17 56.0 56.25 6’ 62.1 62.28
170.7, 170.4, 170.79,170,44,
18 118 11.99 Me CO- 169.4, 169.3 169,52,169.41
Me CO2 @ 20.8, 20.7, 20.6, 20.6 20.88, 20.73, 19,94,20.0




78 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

4.5.7 ldentificacion del compuesto C6

El compuesto C6 fue aislado como un sélido amarillo (P.F. 259-261°C), caracterizado por
CCD al revelar con NP-PEG al UV y visible. Adicionalmente el espectro de IR (Figura 4-
47) presenta bandas de absorcién en 3223 cm™? de deformacién axial de -OH, en 2909
cm? de estiramiento C-H, en 1655 cm™ de deformacién axial C=0 y entre 1614-1507 de
estiramientos C-C de aromaticos, los anteriores datos permiten concluir que la muestra

C6 posiblemente corresponde a un flavonoide.

Figura 4-47. Espectro IR de C6 (KBr)
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El espectro de RMN 'H (Figura 4-48) presentdé una sefial en d413.17 de un grupo
hidroxilo formando enlace de hidrégeno, también presenta 4 sefiales de hidrégenos
aromaticos, dos sefiales en &4 8.03 (d, J=8.4 Hz, 2H) y &4 6.89 (d, J=8.4 Hz, 2H)
atribuibles a los hidrégenos de un sistema AA'BB” de un anillo aromatico, dos singletos
en &4 6.79 (s, 1H) y &4 6.27 (s, 1H) que considerando la caracterizacién de esta muestra
como un flavonoide permiten definir que el anillo A posee un hidrégeno libre y por lo tanto
el anillo B corresponde al sistema p-sustituido. La sefial en &4 4.68 (d, 10 Hz) es
atribuible a un hidrégeno anomérico caracteristico de un C-glicésido y las sefales entre
on 3.81 y &1 3.20 son compatibles con la anterior afirmacion. Al observar los espectros de

!H y 13C de C6 estos son compatibles con los de una flavona.
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Figura 4-48. Espectro RMN H de C6 (400 MHz, DMSO-ds)
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El espectro de RMN 3C (Figura 4-49) presenta una sefial en 5c182.04 propia de carbono
carbonilico conjugado, las sefiales en 6c128.92 y &¢c 115.79 confirman un sistema
aromatico del anillo B asignado como un sistema p-sustituido por la intensidad y los
valores de desplazamiento quimico de estas dos sefiales y las de sus respectivos
hidrégenos. Las sefiales entre d¢c 61.28 y d¢ 81.82 por comparacion con datos de la
literatura pueden ser atribuidas a una unidad de glucosa (Agrawal, 1992). El espectro *H-
!H COSY (Figura 4-50) confirma la correlacion del las sefales del sistema AA’BB’,
muestra 2 hidrégenos en la regiébn de aromaticos sin correlacion y también las
correlaciones entre las sefiales que corresponden a los hidrégenos de una unidad de
glucosa. Los espectros de correlacién heteronuclear HMQC y HMBC (Figuras 4-51 y 4-
52) permitieron asignar la unidad de aztcar como sustituyente en el C-8 del anillo A de
una flavona por las correlaciones entre las sefiales en &n 4.68 y d¢c 104.60, también
permitieron confirmar que el flavonoide corresponde a una flavona por la correlacion a
tres enlaces entre el hidrégeno olefinico en o4 6.79 y el carbono en d¢ 121.58 del anillo B

del flavonoide y establecer la correlaciéon a 3J entre la sefial en &4 6.27 y el carbono en
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104.60 ppm. Otras correlaciones se muestran en la Figura 4-52 y se resgistran en la

Tabla 4-11. Estas asighaciones condujeron a concluir que la muestra corresponde a la

flavona de nombre comun vitexina, los datos de RMN de C6 fueron comparados con

varias fuentes bibliogréficas, en la Tabla 4-11 se registra la comparacion con los datos de
Choo et al. 2012.
Figura 4-49. Espectro RMN *C y DEPT 135 de C6 (400 MHz, DMSO-ds)
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gura 4-50. Espectro *H-'H COSY de C6 (400 MHz, DMSO-dg)
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gura 4-51. Espectro HMQC de C6 (DMSO-dg)
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Figura 4-52. Espectro HMBC de C6 (DMSO-ds)
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Tabla 4-11. Comparacion de los datos de RMN *H y 3C de C6 con datos de la literatura
para Vitexina (Choo et al., 2012)

Vitexina C6
c ( DMSO-ds, 500 MHz2) (DMSO-ds, 400 Hz) . )
5w (Ppm) (pgfn) 5 (PPM) Sc(ppm)

2 - 164.3 : 163.90

3 6.7 (s, 1H) 102.8 6.79(s,1H) 10242 | C2 C10
4 : 182.4 - 182.04

5 : 161.5 : 160.36

6 6.2 (s, 1H) 98.6 6.27 (s, 1H) 98.14

7 - 161.5 . 162.63

8 : 105.0 . 104.60

9 : 156.4 : 155.97 | C7 cs
10 : 104.3 . 103.98

1 . 122.0 . 12158
2,6 80(d,72Hz,2H) 1293 | 803(d, 84,2H) 12892 C4'-C3,5'
35 69(d,85Hz2H) 1162 | 6.89(d, 88,2H) 115.79 cl-c2,6
4 : 160.8 : 161.11

1" 49(d,85Hz 1H) 738 | 4.68(d,100,1H) 7337 | C8 | C7,C9
2" 3.1a3.9 (6H) 71.3 3.81 (m) 70.84

3" 79.1 : 78.65

4" 70.9 : 70.54

5" 82.2 . 81.82

6" 61.7 : 61.28

OH 13.17 (s, 1H) : 13.17 (s, 1H) : C6
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4.5.8 Identificacion del compuesto C7

Este compuesto fue aislado como un soélido amarillo con P.F. 210.4 °C, que revela
positivo para un flavonoide por CCD empleando el revelador NP-PEG. El espectro de IR
(Figura 4-53) presenté bandas de absorciéon en 3330 cm™ de deformacién axial de OH,
en 2922 cm de estiramiento C-H, en 1651 cm™ de deformacién axial C=0 y entre 1617-

1508 cm™ de deformacion axial C=C de anillo aromatico.

Figura 4-53. Espectro IR de C7 (KBr)
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El espectro de RMN !H (Figura 4-54) presenté una sefal en 3y 13.17 de un grupo
hidroxilo conjugado y cinco sefiales en la regién de hidrégenos aroméaticos. La sefial de
hidrégeno aromatico en &4 7.53 (dd, 1.6, 8.4 Hz, 1H) presenta acoplamiento con las
sefales en &4 6.86 (d, 8.4 Hz) y &4 7.47 (d, 1.6 Hz, 1H), los valores de constante de
acoplamiento indican una sustitucion meta y para respecto al hidrégeno en 64 7.53 en el
anillo B del flavonoide. La sefal en &4 4.68 revela la presencia de una unidad de azucar
en la molécula, el valor de desplazamiento indica un enlace C-glicosidico (Agrawal,
1992).

El espectro de '3C (Figura 4-55) muestra una sefial en 8¢ 182.04 de un carbono
carbonilico conjugado caracteristico de una y-benzopirona, una sefal en &c 98.14
atribuible a un carbono anomérico, 5 sefiales de carbonos metinicos de azlcar que por
comparacion con datos de la literatura son atribuidos a una unidad de glucosa, las demas

sefiales son compatibles con las de un nudcleo de flavonoide similar al compuesto C-6.
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El espectro de correlacion *H-'H COSY (Figura 4-56) confirma el acoplamiento de las
sefales en o4 7.48 y 01 6.86 y permite determinar este sistema como del anillo B de una
flavona. El espectro HMQC (Figura 4-57) condujo a atribuir las sefiales de hidrégeno a
las respectivas sefiales de carbono como se registra en la Tabla 4-12 y a atribuir
plenamente la unidad de glucosa. El espectro de HMBC (Figura 4-58) muestra
correlaciones a tres enlaces entre las sefales en 6y 7.53 y &4 7.48 con 0c164.10 que
confirman la unidad de y-benzopirona de una flavona. La correlacion entre &y 6.64 y ¢
122.03 confirma que &n 6.64 representa la sefial de un hidrégeno olefinico sustentado
por el C-3 de una flavona, sefial que ademas acopla con el carbonilo en 6¢-0182.04. La
correlacion entre las sefales en o4 6.27 y ¢ 160.40 indican que el anillo A solo cuenta
con un hidrégeno libre, el acoplamiento de la sefal en 4 4.68 y d¢c 156.01 permite
asignar la unidad glicosidica en la posicion C-8 de la flavona y de esta manera se
propone la estructura de la orientina, los deméas datos de correlacién estan consignados
en la Tabla 4-12 asi como la comparacion con datos de la literatura. La propuesta
concuerda con el valor de m/z 449.1071 [M+H]* obtenido para C7 (Figura 4-59).

Figura 4-56. Espectro *H-*H COSY de C7 (400 MHz, DMSO-ds)
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Figura 4-57. Espectro HMQC de C7 (DMSO-ds)
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Figura 4-58. Espectro HMBC de C7 (DMSO-ds)
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Figura 4-59. Cromatograma HPLC y espectro de HRMS de C7
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min 40 % MeOH, 35 min 40 % MeOH, flujo: 0,5 mL/min, 254 nm.  Espectro de masas HRMS obtenido en

modo negativo con energia de colisién de 8eV
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c7
Tabla 4-12. Comparacion de los datos de RMN H y 3C de C7 con datos de la literatura

para Orientina (Zhou et al., 2005).

Orientina ( DMSO-ds) C7 (DMSO-de)
¢ 5 ( 8 5 5 R
H(Ppm) (pbpm) H(Ppm) c (pPpm)

2 - 164.16 - 164.10

3 6.65 (s, 1H) 102.41 6.64 (s, 1H) 102.43 C10 cr
4 - 182.03 - 182.04

5 - 160.47 - 160.40

6 6.25 (s, 1H) 98.31 6.27 (s, 1H) 98.14 C5 cs8
7 - 162.80 - 162.58

8 - 104.65 - 104.56

9 - 155.01 - 156.01

10 - 103.99 - 104.08

1 - 121.97 - 122.03

2 7.44 (d, 2.1 Hz, 1H) 114.07 | 7.48(d, 1.6 Hz, 114.08 c3 c2

1H)

3 - 145.95 - 145.82

4 - 149.90 - 149.62

5 6.90 (d, 8.2 Hz,1H) 115.78 | 6.86 (d, 8.0 Hz,1H 115.67

)
6  7.50(dd, 2.1,8.0Hz, 1H)  119.45 | 7.53(dd, 1.6, 8.4 119.39 c2
Hz 1H)
1” 4.72 (d, 9.0 Hz,1H) 73.50 4.68 (d, 9.6 Hz, 73.41 c27,c8 | C9
1H)

2 3.88-3.22 70.40 3.82 (m) 70.79

3’ 78.88 3.26* 78.78 c2’

4 70.83 3.36* 70.72

5 82.04 3.24* 82.01

6” 61.76 3.5%/3.8* 61.66
OH 13.15 (s, 1H) 13.17 (s, 1H) -

*Valores determinados por correlaciones observadas es el espectro HMBC.




90 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

4.5.9 Identificacion del compuesto C8

El compuesto C8 fue obtenido como un sélido amorfo de color amarillo (PF 246-248°C),
caracterizado como flavonoide por medio de CCD al revelar con NP/PEG. El espectro de
IR (Figura 4-60) es similar al obtenido para los compuestos C6 y C7, presenta bandas en
3380 y 3254 cm™ de deformacion axial de OH, en 2920 cm™ de estiramiento C-H, en
1656 cm de deformacion axial C=0 y entre 1641-1501cm de deformacion axial de C=C

de anillo aromatico.

El espectro de RMN !H (Figura 4-61) presenté 4 sefiales en la regién de hidrégenos
aromaticos. Las sefiales en &4 7.80 (d, 8.8 Hz) y o+ 6.89 (d, 8.8 Hz) que muestran cada
una integracion para 2 hidrogenos, indican la presencia de un sistema p-sustituido que
puede corresponder al anillo B de un flavonoide. La sefial en &4 4.59 revela la presencia
de un hidrégeno anomérico unido por un enlace C-C a la molécula (Agrawal, 1992). Las
sefiales en 6.56 (s, 1H) y &u 6.46 (s, 1H) son atribuibles a hidrogenos olefinicos.

Figura 4-60 . Espectro IR de C8 (KBr)
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El espectro de *C (Figura 4-62) muestra una sefial en 5c182.42 de un carbono
carbonilico conjugado, una sefial en &¢c 73.87 de un carbono anomérico y 5 sefiales de
carbonos metinicos caracteristicos de azucar entre 61.45 y 81.21, el desplazamiento de
estas sefiales corresponden por comparacion con datos de la literatura a una unidad de
glucosa (Agrawal, 1992). El espectro de HMQC permiti6 asignar las sefiales de
hidrégeno a los carbonos correspondientes como se muestra en la Figura 4-63 y en la
Tabla 4-10. El espectro de HMBC (Figura 4-64) permitio defifnir la posicion del azlcar en
el carbono C-6 por la correlacion de las sefianes en &4 4.59 (d) del hidrégeno anomérico
y la senal en &¢ 107.75 (C-6) y por la correlacion entre 6 4.59 y ¢ 163.57 asignado a C-
7. Esta informacién junto con el valor de masa observado en el espectro de HRMS
(Figura 4-65) obtenido en modo positivo con valor m/z 433.113 permitié concluir que la
muestra C8 corresponde al flavonoide isovitexina. Los datos de RMN obtenidos para C8

se compararon con valores reportados en la literatura (Pedras et al., 2003) (Tabla 4-13).

Figura 4-61. Espectro RMN H de C8 (200 MHz, CDsOD)
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Figura 4-62. Espectro RMN *C de C8 (50 MHz, CD3;0D)
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Figura 4-63. Espectro de HMQC de C8 (400 MHz, CDsOD)
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Figura 4-64. Espectro de HMBC de C8 (400 MHz, CD3;0D)
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Figura 4-65. Cromatograma por HPLC (a) y espectro de masas de HRMS de C8 (b)
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Tabla 4-13. Comparacion de los datos de RMN *H y 3C de C8 con datos de la literatura
para Isovitexina (Pedras et al., 2003).

Isovitexina C8
C (DMSO-ds) (CD3s0D)
51 (ppm) &c (ppm) &1 (ppm) &c (ppm)
2 - 164.6 - 164.79
3 6.74 (s, 1H) 102.6 6,56 (s,1H) 102.41
4 - 181.7 - 182.42
5 - 160.6 - 160.62
6 - 108.9 - 107.75
7 - 163.3 - 163.57
8 6.46 (s, 1H) 93.8 6,46 (s,1H) 93.84
9 - 156.3 - 157.31
10 - 102.8 - 103.76
1 - 121.0 - 121.56
2,6 | 7.90(d, 8 Hz, 2H) 128.3 7.80 (d, 8.8 Hz, 2H) 128.04
3,5  6.92(d, 8 Hz, 2H) 116.0 6.89 (d, 8,8 Hz, 2H) 115.65
4 - 161.3 - 161.38
1” 4.59 (d, 9.7 Hz, 73.2 4.59 (1H) 73.87
1H)
2’ 3.68 (m, 6H) 70.2 - 70.37
K - 78.9 - 78.72
4’ - 70.5 - 71.16
5” - 81.4 - 81.21
6” - 61.4 - 61.45

OH 13.72 (1H, s) -
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4.6 Aislamiento y purificacion de metabolitos de Piper
holtonii

4.6.1 P. holtonii fraccion en diclorometano (PhD)

La fraccion PhD (15,0 g) fue fraccionada empleando silica gel 60 como fase estacionaria
y como fase movil mezclas de hexano: CHCI3 (90:10) hasta CHCIz 100% y CHCls: AcOEt
(80:20), de ésta columna después de reunir las fracciones de acuerdo a su
comportamiento por CCD se obtuvieron un total de 32 fracciones. La fraccion
denominada PhD-12 (1.0 g) una muestra liquida de color amarillo intenso, mostré por
CCD un componente principal al revelar con vainillina 1%/H,SO4/EtOH. Esta fraccion se
someti6 a CC empleando como fase moévil una mezcla de hexano:CHClIs (30:70) que dio
lugar a 16 fracciones. La fraccion PhD12-5 fue purificada por cromatografia en columna
eluida con mezclas de hexano:CHCI; 90:10 hasta 10:90, proceso que se llevé a cabo en
tres ocasiones. Al final del proceso se obtuvo una muestra que se mostré pura por CCD y
fue denominada H1 (700 mg).

La fraccion PhD-29 (157 mg) revel6 en la caracterizacion por CCD la presencia de
metabolitos esteroidales y/o terpénicos, la fraccion fue sometida a separacién por CC en
silica gel 60 empleando como fase mévil mezclas de CHCI; : AcOEt (90:10 a 10:90), de
esta columna se obtuvieron 8 fracciones, la fraccion PhD29-5 presenté un precipitado

gue se purifico por recristalizacion en metanol y se denomin6 H2

4.6.2 P. holtonii fraccion en hexano (PhH)

La fraccién PhH (10 g) se sometié a separacion por CC usando silica gel 60 como fase
estacionara y como fase movil hexano y posteriormente mezclas de Hexano:CHCl; (95:5)
hasta CHCI; (100%). Se obtuvieron un total de 38 fracciones después del andlisis por
CCD. La fraccion denominada PhD-13 mostr6 un precipitado que se purific6 por

recristalizacion en MeOH y se denomind H3 (30 mg).

4.6.3 P. holtonii fraccion en Butanol (PhB)

En la fraccibn PhB se detecto la presencia de flavonoides por CCD al revelar con NP-
PEG. La fraccion PhB (5,0 g) fue sometida a separacion sobre silica gel RP18 como fase
estacionaria y como fase moévil se utilizé una mezcla de MeOH:H,O (50:50),

posteriormente se modificd la polaridad con adicién de 10% de MeOH hasta MeOH
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100%. Una vez se realiz6 el andlisis por CCD se obtuvieron un total de 15 fracciones. Las
fracciones PhB-8 a PhB-12 revelaron positivo para flavonoides con el revelador NP-PEG
por CCD, por lo que la fraccion PhB-10 (1200 mg) fue purificada en Sephadex LH-20
empleando MeOH como solvente de elucién, de esta columna se obtuvieron 7 fracciones.
La fraccion PhB10-6 (53 mg) se purific6 nuevamente se eluyo 2 veces por Sephadex LH-
20 con MeOH hasta obtener una muestra que se presentd pura por CCD, de la cual se

obtuvo un sélido amarillo amorfo (17 mg) que se denomin6 H4.

4.7 ldentificacion de metabolitos de Piper holtonii

4.7.1 ldentificaciéon de los compuestos H1y H2

El compuesto H1 se aislé como un soélido blanco en forma de agujas con PF (130.2 °C).
La caracterizaciéon por CCD, el espectro de IR y de RMN *H permitieron identificar que el
compuesto presenta caracteristicas de un ndcleo esteroidal, por lo que se comparo con
el compuesto C2 obtenido de P. cumanense. El compuesto H1 se identific6 como -
sitosterol después del andlisis de los datos de IR y RMN (*H, C) que fueron
interpretados de manera similar al compuesto C2.

El compuesto H2, un sélido amorfo de color blanco con P.F. 309.3 °C, presentd en el
espectro de IR una banda ancha en 3402 cm™ de estiramiento axial de OH, bandas en
2934 cm? y 2868 cm™ de vc. (CH2 y CHs), 1460,1367 cm™ (vec) y en 1023 cm™ (vco).
Debido a la baja solubilidad en CHCI; y MeOH se comparé por CCD con el compuesto
C5 de P. cumanense, la comparacion se realizé con las siguientes fases moviles, CHCls:
MeOH (80:20) y CHCI;: AcOEt (60:40) encontrandose el mismo Rf para las dos
muestras. El espectro de RMN de 'H de la muestra acetilada confirmo que este
compuesto corresponde a la estructura de sitosterol 3-O-B-glucésido. El analisis de la

muestra fue idéntico que para C5a.

4.7.2 ldentificacion de la muestra H3

La muestra H3 fue obtenida como un liquido de color amarillo intenso, el espectro de IR
(Figura 4-66) muestra bandas en 2933 y 2842 cm de estiramiento de C-H de CH.y CHs,
bandas en 1611, 1502 y 1463 cm™ de estiramiento de C-C y una banda intensa en 1053

cm™ de estiramiento de C-O.
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Figura 4-66. Espectro IR de H3 (NaCl)
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El espectro de RMN !H de la muestra H3 (Figura 4-67) presenta sefiales que por las
diferencias de integracion permiten proponer la presencia de dos compuestos.
Considerando los valores de integracion para las sefales en la region aroméatica que se
presentan como singletos se puede inferir que las dos moléculas tienen 2 hidrégenos
libres diferentes. Se presentan 4 sefiales de hidrogenos en la region de metoxilos, 2 de la
molécula mayoritaria en 64 3.87 y 81 3.85 y 2 de la minoritaria en 64 4.01 y o1 3.75.

Las sefiales en 64 5.95 y 64 5.88 por su integracion y valor de desplazamiento quimico
son atribuibles a hidrégenos de un grupo metilendioxi presente en las dos moléculas, la
integracion de la sefal olefinica en &4 5.03 y del metileno en &4 3.3 indican que son
comunes a las dos moléculas. Los compuestos presentes en la mezcla se encuentran en
relacion 7:10.

El espectro de *C (Figura 4-68) confirmé la presencia de 4 metoxilos en la mezcla con
las sefales en 6c 57.05, 60.13, 60.31 y 61.44, las sefiales en 6c 34.07 y 34.25 son

atribuibles a sefiales de 2 metilenos.
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Figura 4-67. Espectro RMN H de la muestra H3 (400 MHz, CDCls)
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El espectro *H- *H COSY (Figura 4-69) permitié6 confirmar la sefial sobrelapada entre
5.88 y 5.95 correspondiente al hidrégeno H-8. El espectro de HMQC (Figura 4-70)
confirmé que las sefales en 3.3 y 5.02 son comunes a las dos moléculas y permitié
asignar las sefiales de H a sus respectivos carbonos como se muestra en la Tabla 4-15.
El espectro de HMBC (Figura 4-71) permitio asignar los sustituyentes en cada uno de los
anillos aromaticos, la correlacion entre las sefales en 64 3.30 y ¢ 102.68 y entre &4 3.85
y dc 139.0 permiti6é definir la posicion de los grupos metoxilo de una de las moléculas.
Los valores de desplazamiento quimico permitieron proponer que la muestra H3
corresponde a un mezcla de apiol y dilapiol, dos metabolitos del tipo fenilpropanoide que
se han aislado de varias especies del género Piper, el andlisis por CG-EM de esta
muestra confirmd la presencia de estos dos metabolitos (Figura 4-72), la comparacion

con datos de la literatura es mostrada en la Tabla 4-14 (Benevides et al., 1999).
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Figura 4-68. Espectro RMN 3C de la muestra H3 (100 MHz, CDCls)
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Figura 4-69. Espectro *H-*H COSY de la muestra H3 (400 MHz, CDCls)
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Figura 4-70. Espectro HMQC de la muestra H3 (400 MHz, CDCls)
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Figura 4-72. Cromatograma de la muestra H3 por CG y espectros de masas de H3-1y

H3-2.
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H3-1

Tabla 4-14. Comparacion de los datos de RMN *H y *C de H3 con datos de la literatura
para apiol y dilapiol (*Benevides et al., 1999, De O’Santos et al., 1998).

C Dilapiol? H3-1 (CDCls) ApiolP H3-2 (CDCl3)
&+ (ppm) &¢c &1 (ppm) &¢c &h (ppm) &¢c &1 (ppm) &¢c
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 - 126.0 - 126.22 - 110.8 - 125.96
2 - 135.1 - 137.51 6,31 108.5 | 6.35(s, 1H) | 109.1
3 - 137.6 - 138.91 - 139.2 - 138.91
4 - 144.6 - 142.04 - 135.2 - 139.25
5 - 144.3 - 144.74 - 139.0 - 144.74
6  6.23(s,lH)  102.7 | 6.30(s, 1H)  102.92 - 136.5 137.51
7 | 3.24(dd,l1.5; 33.9 3.30(d,4H) | 34.07 3.31(d, 6.4 34.3 3.30(d, 4 33.25
6.6 Hz, 2H) Hz, 2H) H)
8 581(m,1H) 137.4 | 590(m)  137.51 | 594 (m,1H) 137.6 | 590 (m)  137.51
9  496(dd, @ 1155 | 5.02(dd, 2.0, 115.69 | 5.05(m,2H) 1156 | 502 (dd, @ 115.53
1.5, 9.0 Hz, 10 Hz, 4H) 2.0, 10 Hz,
1H) 4H)
4.97 (dd,
15,154
Hz, 1H)

10 5.88(s,2H) 101.1 5.88 (s) 100.14 | 5.96(s,2H) = 101.7 | 5.95(s)  101.25

11  3.78(s,3H) = 61.3 3.75 (s) 61.44 | 3.88(s,3H)  60.4 3.87(s)  60.32

12 3.80(s, 3H)  50.9 4.01 (s) 60.13 | 3.86(s,3H) = 57.1 3.85(s) @ 57.06
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4.7.3 ldentificacion del compuesto H4

El compuesto H4 fue aislado como un solido amarillo amorfo (PF 202-204 °C), por CCD
reveld positivo para flavonoides con el reactivo NP/PEG. El espectro de IR (Figura 4-73)
mostré bandas de absorciéon en 3404 cm™ debido a deformacién axial de OH, en 2920
cm? de estiramiento C-H, en 1657 cm™ de deformacién axial C=0 y en 1640 cm™ de
deformacion axial e C=C de anillo aromatico.

Figura 4-73. Espectro IR de H4 (KBr).
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El espectro de 'H (Figura 4-74) presenta 2 sefiales en 54 8.03 (d, 8.8 Hz, 2H) y 64 6.87 (d,
8.8 Hz, 2H) atribuibles a un sistema AA’BB’, considerando el resultado positivo para
flavonoides por CCD se puede concluir que corresponde al anillo B de un flavonoide.
También se presentan 2 sefiales en 64 6.38 (d, 2.0 Hz, 1H) y 8+ 6.19 (d, 2.0 Hz, 1H) de
dos hidrogenos aromaticos en meta atribuibles el anillo A del flavonoide, de esta manera
se determind como nucleo basico el kaempferol. La sefial en 64 5.10 (d, 7.2 Hz, 1H) es
atribuible a un hidrégeno ligado a un carbono anomérico de un enlace O-glicosidico. La
sefal en 64 4.49 (sl) también atribuible a un hidrégeno anomérico, indica la presencia de
dos unidades de azucar, lo que se confirma por las sefiales de hidrogéno entre 64 3.41y

3.85. En este mismo espectro se observa una sefal en 64 1.09 atribuible a un metilo.

El espectro de °C (Figura 4-75) muestra una sefial en 3¢ 179.39 de carbono carbonilico,
dos sefiales de carbonos anoméricos en &¢c 104.56 y 8¢ 102.40, nueve sefiales de
carbonos de unidades glicosidicas, lo que confirma que la molécula contiene 2 unidades

de azlcar, una sefal en 6¢c 17.91 de un carbono metilico que pude pertenecer a una
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unidad de azulcar, afirmacién que se confirmé con el espectro de HMBC que muestra

correlacion entre la sefial en 1.09 y carbonos glicosidicos.

Figura 4-74. Espectro RMN H de H4 (400 MHz, CDsOD)
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El espectro de HMQC muestra los acoplamientos de las sefiales de hidrégeno con las
respectivas sefiales de carbono como se muestra en la Tabla 4-16, las principales
correlaciones son mostradas la Figura 4-76. El andlisis del espectro HMBC (Figura 4-77)
permitié establecer correlaciones entre las sefiales en &4 17.91 y 8¢ 69.73, lo que llevé a
definir una de las unidades de azUcar como ramnosa, por comparacion con datos de la
literatura (Wen-Chi et al., 2005) se determinaron las unidades de azucar como glucosa y

ramnosa definiendo el compuesto H4 como Kaempferol 3-O-rutindsido (nicotiflorina)
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(Tabla 4-15). La propuesta corresponde con la m/z 595.1650 [M+H]" determinada por
HRMS (Figura 4-78).

Figura 4-76. Espectro HMQC de H4 (CDs0OD)
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Figura 4-77. Espectro HMBC de H4 (CDsOD)
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Tabla 4-15. Comparacion de los datos de RMN *H y *C de H4 con datos de la literatura
para Kaempferol-3-O-rutinosido (Wen-Chi et al., 2005).

Kaempferol-3-O-rutinésido D4
C (CDs0OD) (400 Hz, CD3;0D)
&u (ppm) 5c (ppm) 61 (ppm) 5c (ppm)
2 - 158.6 - 158.52
3 - 1355 - 135.56
4 - 179.4 - 179.39
5 - 163.0 - 161.46
6 6.21 (d, 2.0 Hz, 1H) 100.0 6.19 (d, 2.0 Hz,1H) 99.98
7 - 166.0 - 166.0
8 6.40 (d, 2.2 Hz, 1H) 94.9 6.38 (d, 2.0 Hz,1H) 94.93
9 - 159.4 - 159.42
10 - 105.7 - 105.65
1 - 122.8 - 122.78
2.6 8.06 (d, 8.9 Hz, 2H) 132.4 8.03 (d, 8.8 Hz,1H) 132.37
3,5 6.90 (d, 8.9 Hz, 2H) 116.2 6.87 (d, 8.8 Hz,1H) 116.14
4 - 161.5 - 160.79
1” 5.12 (d, 7.4 Hz1H) 104.6 5.10 (d, 7.2 Hz,1H) 104.56
2" 3.0-4,0m 75.8 3.4-39m 75.74
3" 78.2 78.10
4’ 71.5 71.42
5” 77.2 77.17
6” 3.38 (dd, 4.7, 10.8 Hz, 1H) 68.6 68.55
3.80 (dd, 1.0, 10.4 Hz, 1H)
1 4,53 (d, 1.6 Hz, 1H) 102.6 4.49 (d, 1.6 Hz,1H) 102.40
27 3.0-4.0 m 72.0 3.4-3.9m 72.06
3 72.3 72.28
4 73.9 73.87
57 69.7 69.73
6" 1.11 (d, 6.2 Hz, 3H) 17.9 1.09 (d, 6.0 Hz, 3H) 17.91

La fraccién PhB7-6 que revelo positivo para flavonoides por CCD, obtenida de la columna
de PhB, fue analizada por LC-MS. La muestra fue eluida con una fase mévil MeOH: H,O
(2:1) con 0.2 % de &cido férmico en un sistema gradiente hasta MeOH 100% en una
columna C18, el cromatograma permiti6é detectar la presencia de un compuesto

mayoritario cuyo espectro de masas presentdé una m/z 611.1508 [M+H]* correspondiente
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a la formula molecular C27H30016 (Figura 4-79), el pico principal presenté el mismo indice

de retencién al patron Rutina, por lo que se identific6 como Quercetina-3-O-rutinosido

(H5).

Figura 4-79. Espectro de masas de H5
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Figura 4-80. Compuestos aislados y/o detectados de P. cumanense
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Figura 4-81. Compuestos aislados de P. holtonii
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4.8 Evaluacion de la actividad antimalarica de los
metabolitos aislados

Los metabolitos secundarios aislados de las especies Piper cumanense y Piper holtonii
se evaluaron en el ensayo de actividad antimalarica in vitro sobre el cultivo continuo de
Plasmodium falciparum. Cada una de las muestras se evalué siguiendo la misma
metodologia para extractos y fracciones (Anexol), la Clsp se calculé como el resultado de
tres ensayos independientes (Figura 4-82, 4-83) y fue expresada como la media £+ EMS
(Tabla 4-16).
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Tabla 4-16. Valores de Clso (ug/mL) obtenidos en el ensayo de actividad antiparasitaria in
vitro frente a P. falciparum y en el ensayo FBIT para los metabolitos aislados de Piper

cumanense y Piper holtonii.

mestras* | " SN VENS | A | i momby < Ems | 1A
C1 176+15 352 0.46 £0.10 115
C3 285+21 570 >50 -
c4 29.6+3.3 592 0.23£0.02 5.7
C5 >50 - >50 -
C6 >50 - >50 -
C7 >50 - >50 -
Cc8 >50 - >50 -
H3 >50 - >50 -
H4 >50 - >50 -
CQ 0.05 £ 0.06 - 0,04 £ 0.02 -

CQ: Cloroquina, EMS:Error medio estandar, IA: Indice de actividad. Valores expresados como la media de tres ensayos
independientes determinados por regresion no lineal con el software GraphPad Prism.

Figura 4-82. Porcentaje de inhibicién vs Log concentracién de C1 y C3 aislados de Piper
cumanense en el ensayo de actividad antiparasitaria in vitro frente a P. falciparum?

C1
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- Clgp= 18.23 ug/mL
- Clgp=19.70 ug/mL

% de inhibicion

Log Concentracién pg/mL

C3
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-~ Cl50=20.57 ug/ml

5 - Clgp=21.39 ug/ml
-+ Cl5p=23.20 ug/ml

60

% de inhibicién

Log concentracion (ug/mL)
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Figura 4-83. Porcentaje de inhibicién vs Log concentracién de C4 y CQ en el ensayo de
actividad antiparasitaria in vitro frente a P. falciparum?®
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CQ: Cloroquina, EMS: Error medio estandar, ND: No de- terminada. Los valores se expresan como la media de tres

ensayos independientes determinados por regresion no lineal con el software GraphPad Prism

El proceso de aislamiento y purificacién de las fracciones de P. cumanense y P. holtonii,
generd una serie de compuestos que permitieron identificar diferencias quimicas entre
las dos especies de estudio. En primer lugar se identificaron diferencias en las fracciones
de baja y media polaridad, la especie Piper cumanense biosintetiza como constituyentes
mayoritarios en las condiciones de colecta del presente estudio un cromeno prenilado, un
acido benzoico y una chalcona, mientras que P. holtonii sintetiza una significativa
proporcién de fenilpropanoides, apiol y dilapiol. Las diferencias también se presentaron
en las fracciones més polares, en P. cumanense se identificaron flavonas C-glicosiladas
como vitexina y orientina, mientras que P. holtonii se caracteriz6 por la presencia de
flavonoles del tipo O-glicosilado. En las dos especies estudiadas no se detectaron
amidas, un grupo de metabolitos frecuentemente encontrado en el género Piper. Las

diferencias encontradas pueden ser Utiles en el andlisis quimiotaxonémico.

El aislamiento de metabolitos secundarios mayoritarios a partir de las fracciones que

presentaron actividad antiplasmddica moderada condujo a la identificacion del compuesto
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C1 denominado como acido gaudichaudianico, que corresponde a un cromeno con
sustituyentes isoprénicos, aislado por primera vez de P. guadichaudianum (Lago et al.,
2004), se ha reportado su aislamiento tanto de las raices como de las hojas de esta
especie y en plantulas se ha descrito el aislamiento de una mezcla racémica (Batista et
al., 2011). En el presente trabajo la actividad antiplasmddica expuesta por este
metabolito se clasific6 como moderada con un valor de Clsp de 17.6 ug/mL y ademas
present6 una Clsp de 0.46 mg/mL en el ensayo de FBIT, la actividad observada para el
extracto total de P. cumanense es parcialmente explicada por la actividad antiplasmédica
de éste compuesto. Los cromenos, como el acido gaudichaudianico, son una clase de
compuestos representativos del género Piper, han sido aislados de especies como P.
aduncum (Baldoqui et al., 1999), P. tricuspe (Saéz-Vega et al., 2008), P. Ihotzkyanum
(Moreira et al., 1998), P. cumanense (Parra et al., 2011), Peperomia blanda (Velozo et
al., 2006) y Peperomia serpens (Saga et al., 2006), derivados de cromenos han sido
objeto de evaluacion antiplasmédica presentando actividad baja a moderada con Clso que
van desde 6,8 hasta 39,8 uM (Devakaram et al., 2012). De otra parte ha sido reportada
su importante actividad tripanocida frente a la cepa Y de Tripanosoma cruzzi, se ha
demostrado que la mezcla racémica presenta mejor actividad frente a epimastigotes de
T. cruzzi con una Clso de 55.8 + 2.2 uM, que los enantiomeros por separado (Batista et
al., 2011). La actividad antiplasmédica en el presente trabajo fue evaluada con la mezcla
de enantiomeros (de acuerdo a resultados de rotaciéon Optica, 4.5.1) obtenida de P.
cumanense, por lo que la evaluacién de la mezcla racémica y de cada uno de los
enetibmeros es importante para definir la actividad de este metabolito. El &cido
gaudichaudianico también ha presentado actividad como antimicético frente a los hongos

Cladosporium cladosporides y C. sphaerospermum (Lago et al., 2004).

La fraccion (PcM) que presentd actividad moderada en el ensayo in vitro, condujo al
aislamiento de 3 metabolitos mayoritarios, siendo el compuesto C4 identificado como
2',4’,6’ trihidroxidihidrochalcona reportado por segunda vez en la familia Piperaceae
(Jenett-Siems et al., 1999) y por primera vez en P. cumanense, esta chalcona present6
actividad antiplasmadica con un valor de Clso de 29.6 ug/mL. Este compuesto como la
mayoria de las dihidrochalconas aisladas de especies de Piper presenta oxigenaciones
en las posiciones C-2’, C-4’ y C-6’ y un anillo B no sustituido (Parmar et al., 1998), fue

aislado previamente de la especie P. hispidum y evaluado frente a Plasmodium
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falciparum en las cepas poW y Dd2, no presentando actividad con una Clso> 50 pg/mL
(Jenett-Siems et al., 1999). La actividad antiplasmédica de algunas chalconas ha sido
reconocida, probablemente como resultado de una adicion de Michael de especies
nucleofilicas al doble enlace de la enona (Troeberg et al., 2000; Ram et al., 2000), en las
chalconas se ha observado la importancia de los sustituyentes del anillo B en la
actividad, el tamafio e hidrofobicidad de los sustituyentes se han identificado como un
parametro critico para la actividad antiplasmdédica, asi, chalconas hidroxiladas han
mostrado menor actividad que los analogos alcoxilados. La cetona a, B insaturada que
proporciona conjugacion entre los grupos arométicos en ambos extremos de la molécula,
al parecer es una condicién critica para una actividad adecuada (Nowakowaska, 2007),
estos parametros explicarian la baja actividad presentada por la dihidrochalcona aislada
de P. cumanense.

Adicionalmente algunas dihidrochalconas han demostrado relativa buena actividad frente
a bacterias Gram-positivas como S. aureus y B. suctibilis y bacterias Gram-negativas
como Pseudomona aeruginosa (Nowakowaska, 2007).

El acido 4-metoxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoico C3, también aislado de la fraccién PcM
ha sido previamente aislado de la especie vegetal Wigandia urens (Cao et al., 2003) y
hace parte de los derivados del acido benzoico, una de las clases de metabolitos
representativos del género Piper. Esta clase de metabolitos constituyen un grupo
numeroso de compuestos que generalmente se presentan prenilados, metilados o
hidroxilados y que han sido evaluados como antiparasitarios (Flores et al., 2008, 2009).
El compuesto C3 aislado de Piper cumanense present6 una Clsg de 28.5 ug/mL, un valor
gue indica actividad antiplasmdédica débil (Rasoanavio et al., 2004). Derivados del acido
benzoico como los compuestos 5-1 a 5-5 (Figura 5-1), aislados de especies de Piper, han
presentado actividad antiparasitaria frente a P. falciparum, el compuesto 5-3 presenta la
mayor actividad con un valor de Clsgp de 2.8 ug/mL, estructuralmente es el menos
hidroxilado y de menor peso molecular. EI compuesto C3 aislado en el presente trabajo
esta estructuralmente relacionado con el compuesto 5-1, sin embargo las diferencias en
la posicion de los grupos funcionales se ve reflejada en la variacion de la actividad
antiparasitaria frente a P. falciparum, cabe aclarar que los resultados corresponden a

ensayos sobre diferentes cepas.
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Figura 5-1. Acidos benzoicos aislados de especies de Piper evaluados frente a P.
falciparum

COOCH; COOH
OH
_ o COOH
OH
5-1. Cl50=10.0 ug/mL (F-32) 5-2.Cl50=29.8 pM (FCB-1)
COOCH;, COOH
R A X X X

OH OH

5-3.R=H Cls0=2.8 pg/mL (F-32) 5-5. Cl50=29.8 uM (FCB-1)

5-4.R=0OH Clso=4.1 ua/mL (F-32)

La fraccién hexanica de P. cumanense (PcH) present6 una baja actividad in vitro con una
Clso de 21.5 pg/mL y no presentd actividad en el ensayo in vivo, mostrando un
comportamiento similar al de la fracciébn PcD, de esta fraccion se aislé una mezcla de
esteroles, [-sitosterol y estigmasterol, la actividad de esta fraccibn no se relacioné

directamente con la presencia de un compuesto.

La fracciéon butandlica de P. cumanense (PcB) no present6 actividad en el ensayo in vitro,
y mostré solo un 30.63% de inhibicién en el ensayo in vivo resultado que no permite
clasificar la muestra como activa (Porcentaje de inhibicién = 50%, Rasoanavio et al.,
2004). La caracterizacion quimica preliminar de ésta fraccion revel6 la presencia de
flavonoides lo que motivd los procesos de aislamiento y purificacion, siendo que
flavonoides del grupo de las flavonas han sido reportados como antiparasitarios frente a
P. falciparum como inhibidores de la biosintesis de acidos grasos (FAS-II) (Gupta et al.,

2010) proceso fundamental en el desarrollo del parésito.

La fraccion PcB permiti6 el aislamiento de tres flavonoides C-glicosilados mayoritarios,

vitexina, isovitexina y orientina que han sido reportados previamente en otras especies
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de Piper, estos compuestos no presentaron actividad en las condiciones del estudio
sobre P. falciparum, sin embargo constituyen el primer reporte de estos flavonoides para
la especie Piper cumanense. Aunque los metabolitos vitexina, isovitexina y orientina han
sido aislados de diversas fuentes vegetales, aln se contindan investigando sus funciones
en las plantas y su actividad bioldgica, estos flavonoides son reconocidos por su
actividad antioxidante, por lo que se han estudiado como antiinflamatorios,
anticancerigenos, antibacteriales entre otros, mas recientemente se ha asociado la
presencia de vitexina e isovitexina con la actividad hipoglicemiante de Ficus deltoidea
actividad debida probablemente a inhibicion de la a-glucosidasa demostrada por
evaluacion in vitro con valores de Clso de 4.1 y 6.7 mg/mL respectivamente (Choo et al.,
2012).

El flavonoide vitexina también ha demostrado un significativo efecto antinociceptivo en
modelos de analgésia quimica (Gorzalczany et al., 2011) e isovitexina ha mostrado ser
estimulante de la secresion de insulina en ratas hiperglicémicas (Folador et al., 2010).
Piper cumanense es una fuente importante de vitexina, isovitexina y orientina flavonoides
encontrados en el presente trabajo, que pueden generar interés farmacéutico adicional al

ya conocido.

Aunque los compuestos aislados presentaron actividad antiplasmaddica leve a moderada,
la actividad de las moléculas aisladas no explican la actividad del extracto total, este
comportamiento es wusual cuando se evaluan plantas medicinales usadas
tradicionalmente en el tratamiento de la malaria y que se relaciona con la complejidad de
estructuras quimicas presentes, tal como expone Deharo et al., 2011 en un estudio que
recopila informacién de extractos activos y compuestos puros y en el que sélo en casos
particulares la actividad de un extracto es explicada en mas del 50% por un metabolito
asilado. En este mismo estudio se sugiere que las perspectivas de investigacion podrian
enfocarse a la busqueda de drogas o metabolitos aislados de fuentes naturales que
potencien o mejoren la actividad de farmacos usados en clinica, iniciativa que se suma a
lo propuesto por la OMS y que conduciria a replantear la bateria de ensayos de

screening.

En el caso de la especie P. holtonii, la fraccion hexanica (PhH) condujo a la obtencion de

una mezcla de apiol y dilapiol que no presentd actividad antiplasmddica, estos
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fenilpropanoides son frecuentemente biosintetizados por especies del género Piper y
constituyen metabolitos mayoritarios en especies como P. aduncum, P. argyrophylum, P.
brachystachyum, P. schmidtii, P. banksii, P. guineense, P. novae-hollandiae y P.
marginatum (Parmar et al., 1998). La actividad presentada por las fracciones PhH y PhD
podria estar asociada a metabolitos de baja polaridad que no fueron identificados. La
fraccion PhD present6 actividad sobre promastigotes de Leshmania panamensis con una
ClLso de 55.3 pug/mL (Sanchez-Suarez et al., 2010).

La fraccion butandlica de P. holtonii (PhB) no presentd actividad in vitro, fue considerada
para estudios fitoquimicos debido a la presencia de flavonoides, de esta fraccion se aislé
el flavonol Kaempferol-3-O-rutindsido y se detectd la presencia de rutina por LC-MS, este
tipo de flavonoles son frecuentemente reportados en plantas. Los metabolitos tipo
flavonoide de las dos especies no presentaron actividad en el ensayo in vitro, se ha
reportado que la quercetina, aglicona de la rutina, presenta actividad en ensayos frente a

la cepa NF-54 de P. falciparum con Clso de 10 uM.

Los metabolitos activos frente a P. falciparum aislados en este trabajo presentan indices
de actividad (IA) antiparasitaria mayores a 100 respecto a cloroquina, lo que indica una
potencia baja respecto a este farmaco, sin embargo generan informacién acerca de
estructuras que poseen una actividad antiparasitaria inherente y que pueden ser

importantes para posteriores estudios.

La informacién quimica y los datos de actividad farmacoldgica presentan un aporte al

conocimiento de estas dos especies que hacen parte de la flora tropical colombiana.



118 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii




Conclusiones

El aislamiento de metabolitos a partir de las fracciones con potencial actividad
antiplasmédica de Piper cumanense condujo a la identificacion de 8 compuestos, dos
derivados de &cido benzoico, el &cido 2-metil-2-(4’-metil-3’-pentenil)-8-(3”-metil-2""-
butenil)-2H-1-benzopirano-6-carboxilico reportado como &acido gaudichaudianico C1 vy el
acido 4-metoxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoico C3, de una chalcona identificada como
2’4’ 6’-trihidroxidihidrochalcona C4, de 3 flavonoides C-glicosilados identificados como
vitexina C6, orientina C7 e isovitexina C8, metabolitos por primera vez reportados para
esta especie. También se aisl6 sitosterol 3-O-B-glucdsido C5 y una mezcla de 3-sitosterol

y estigmasterol.

En las fracciones de baja polaridad de P. cumanense se detectaron por CG-EM los
monoterpenos y sesquiterpenos, 6xido de cariofileno, piperitona, espatulenol, 14-hidroxi-

a-muroleno, cubenol y canidol.

El aislamiento de metabolitos a partir de las fracciones de Piper holtonii condujo a la
identificacion de dos fenilpropanoides, apiol y dilapiol, 2 flavonoides O-glicosilados
identificados como kaempferol-3-O-rutindsido y rutina, ademas de B-sitosterol y sitosterol
3-O-B-glucésido, metabolitos por primera vez registrados para las partes aéreas de ésta

especie vegetal.

La evaluacion de la actividad antiplasmddica in vitro de las fracciones y de los
metabolitos asilados de Piper cumanense permitio identificar una actividad moderada
sobre eritrocitos infectados con P. falciparum, lo que podria aportar a justificar el uso de
mezclas de plantas en las preparaciones tradicionales para el tratamiento de la malaria

gue incluyen especies del género Piper.
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Como metabolitos asociados a la actividad antiplasmédica se identificaron los
compuestos acido gaudichaudianico (C1) con un valor de Clsp= 17.6 ug/mL, &cido 4-
metoxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoico (C3) con una Clsp de 285 pg/mL y 2°,4°.6'-
trinidroxidihidrochalcona (C4) con un valor de Clsp de 29.6 ug/mL, como compuestos con
actividad moderada. El &cido gaudichaudianico y la 2’,4’,6'-trihidroxidihidrochalcona
presentaron ademas actividad inhibidora de la biocristalizacién del heme (FBIT) con
valores de Clso de 0.46 y 0.23 ug/mL, lo que genera informacion adicional de estos

compuestos frente a un posible blanco terapéutico de interés.

La caracterizacion microscépica de las hojas de P. cumanense y P. holtonii permitié
concluir que las especies presentan similitudes microscopicas que son reportadas por
primera vez para estas especies y que pueden ser Utiles para el control de calidad como
droga vegetal.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion contribuyen al conocimiento
farmacognéstico y de actividad biolégica de dos especies que hacen parte de la flora
colombiana y que son utilizadas para el tratamiento de la malaria y sus sintomas en la

medicina tradicional.



Recomendaciones

La realizacion del estudio quimico y biolégico de P. cumanense y P. holtonii permiten

proponer las siguientes recomendaciones:

Generar perfiles metabolémicos y evaluar la actividad bioldgica de extractos obtenidos en

diferentes épocas del afio y estados de desarrollo de la planta.

Realizar ensayos de actividad antimalérica in vivo en modelo murino con el acido
gaudichaudianico, el acido 4-metoxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoico y la 2',4,6-

trihidroxidihidrochalcona.

Realizar ensayos de cronofarmacologia y potenciacion de los compuestos que

presentaron actividad con farmacos usados en clinica.

Evaluar la actividad antimalarica de otros acidos benzoicos prenilados, chalconas y
cromenos de origen natural o semisintético para avanzar en el estudio de la relacién

estructura actividad de este grupo de metabolitos secundarios.

Estudiar las fracciones hexanica y cloroférmica de P. holtonii (PhH y PhD) para identificar
otros metabolitos presentes que puedan estar involucrados en la actividad

antiplasmadica reportada.
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Anexo 1: Protocolo para el cultivo de P. falciparum

Equipos, Materiales y Reactivos

Equipos

Balanza analitica

Cabina de flujo laminar de bioseguridad Tipo Il
Incubadora

Centrifuga para tubos de 15 mL.

Agitador Minishaker

Autoclave

Bomba de vacio

Microscopio 6ptico

Congelador -70 °C

Tanque de nitrégeno

Materiales

Cajas de cultivo estériles de 25 mL

Frascos tipo Schott estériles de 100 mL, 250 mL, 500 mLy 1 L.
Sistemas de filtracion 0,22 um

Pipetas aforadas estériles de 2 mL, 5mL, 10 mL y 25 mL
Pipetas Pasteur estériles

Viales de criopreservacion

Jeringas de 10 a 20 mL

Filtros de 0,22 um

Tubos para centrifuga estériles de 15 mL y 50 mL
Balones aforados de 50 mL, 500 mL y 1L

Laminas portaobjetos

Reactivos

Medio RPMI 1640
Hidréxido de sodio
Sorbitol

Agua destilada
Giemsa stain
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*  Glucosa

* Hepes

* Hipoxantina
* NaHPO4

+ KHPO4

* Plasma O*
* Glébulos Rojos O*

Preparacion de medio RPMI 1640

e Pesar 5,92 g de Hepes y disolver en 100 mL de agua destilada.

e Pesar 10 mg de hipoxantina y disolver en agua destilada en ebullicién.

e Pesar 2 g de glucosa y disolver en agua destilada.

o Disolver en aproximadamente 500 mL de agua destilada un frasco (10,4 g) de
medio RPMI 1640.

e Traspasar las soluciones a un balon de 1 L, las soluciones deben estar a
temperatura ambiente

e Adicionar 60 mg de gentamicina.

e Completara lL.

e Filtrar por membrana de 0,22 ym en cabina de flujo laminar.

e Mantener a 4 °C, usar a 37 °C.

Preparacién medio RPMIc (Medio de cultivo RPMI completo)
Preparar en el momento de su utilizacion.

e Preparar una solucién con 85 % medio RPMI suplementado con 10 % de plasma
humano y 5 % de una solucion de bicarbonato de sodio al 5%.

Preparaciéon Colorante Giemsa

e Pesar 1 g de colorante, disminuir el tamafio de particula en un mortero.

e Adicionar 10 mL de metanol hasta disolver el colorante.

e Transferir a un frasco ambar, adicionar 74 mL mas de metanol y 54 mL de
glicerina.

e Dejar madurar por 5 dias a temperatura ambiente.

e Filtrar y guardar nuevamente en frasco &mbar.

Preparaciéon Buffer de Giemsa

e Pesar 0,273 g de Na;HPO, y disolver en 40 mL de agua.

e Pesar 0,227 g de KH,PO, y disolver en 40 mL de agua.

e Transferir las dos soluciones a un balén de 500 mL y completar a volumen con
agua.

e Homogenizar y almacenar a 4°C.
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Todos los procesos de manipulacion del cultivo se P. falciparum, se realizan en cabina de

seguridad biolégica tipo II.

Descongelacién del parasito

Retirar un vial del tanque de nitrégeno.

Descongelar el vial por un minuto a 37°C.

Transferir el contenido del vial a un tubo estéril de 15 mL.

Adicionar gota a gota, agitando suavemente 0.1 mL de solucion estéril de NaCl
12%.

Dejar en reposo por 5 minutos.

Adicionar gota a gota, agitando suavemente 5 mL de solucién estéril de NaCl
1.6%.

Centrifugar a 500 G por 10 minutos.

Retirar el sobrenadante.

Adicionar al pellet 5 mL de una solucién estéril de NaCl 0.9% - Dextrosa 0.2%.
Centrifugar a 500 x G por 10 minutos.

Retirar el sobrenadante.

Adicionar 5 mL de medio RPMI estéril y mezclar suavemente.

Centrifugar a 500 x G por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante.

Adicionar 200 pL de glébulos rojos frescos y 10 mL de RPMIc estéril.

Transferir a la caja de cultivo, gasear con mezcla de gases (5%CO;, 5%0,,
balance de Nitrégeno) por 1 minuto o colocar en cabina de COa.

Cultivar a 37°C en incubadora.

Congelacion del parasito

Realizar frotis para confirmar estadio de anillos con una parasitémia igual o
superior al 4%

Sincronizar con sorbitol al 5% (de ser necesario)

Transferir el cultivo a congelar a un tubo de 15 mL.

Centrifugar a 500 G por 10 minutos.

Retirar el sobrenadante.

Adicionar al pellet en proporcion 1:4 una solucién de glicerol al 5%.

Repartir en tubos de congelacion, no méas de 0,7 mL por tubo.

Congelar a -70°C por 24 horas y almacenar en tanque de nitrégeno.

Tincion de Giemsa

Realizar el frotis en laminas portaobjetos.

Secar el frotis.

Fijar el frotis con la adicion de 1 o 2 mL de metanol a la lamina
Permitir la evaporacion del metanol.
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Colocar una soluciéon al 10 % de Giemsa en la solucion buffer cubriendo el frotis.
Dejar en reposo por 10 minutos.
Lavar la lamina con abundante agua.

Mantenimiento diario del Cultivo

Mantener la caja de cultivo siempre en posicion horizontal.

Retirar de la incubadora la caja de cultivo y manipularla dentro de la cabina de
seguridad bioldgica.

Abrir la caja de cultivo.

Retirar cuidadosamente el medio sobrenadante.

Tomar una muestra para realizar el frotis correspondiente.

Realizar la tincion de Giemsa del frotis.

Establecer microscopicamente el estadio y calcular la parasitemia.

Si la parasitémia es mayor al 4%, adicionar glébulos rojos normales para
mantener una parasitémia aproximada al 2%.

Mantener el hematocrito menor al 5 %, en caso de ser necesario dividir el cultivo.
Adicionar medio RPMIc estéril suficiente para un hematocrito de 5%.

Gasear con mezcla de gases (5%CO., 5%0,, balance de Nitrégeno) por 1 minuto
o colocar en incubadora con COs.

Cultivar a 37°C.

Sincronizacion del cultivo a estadios jévenes (0-20 horas)

Tomar la suspension de glébulos rojos parasitados, transferir a un tubo estéril de
15 mL.

Centrifugar a 500 G por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante.

Adicionar 9 partes de sorbitol 5% estéril, al pellet.

Homogenizar e incubar a 37 °C por 10 minutos.

Centrifugar a 500 G por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante.

Adicionar 5 mL de RPMI, homogenizar.

Centrifugar a 500 G por 5 minutos.

Retirar el sobrenadante, adicionar RPMIc estéril suficiente para hematocrito 5%.
Transferir a una caja de cultivo.

Gasear con mezcla de gases (5%CO., 5%0,, balance de Nitr6geno) por 1 minuto
o colocar en incubadora con COs.

Cultivar a 37°C en incubadora.



Anexo 2: Protocolo para la realizacion del ensayo
de actividad antiplasmaodica in vitro.

Equipos, Materiales y Reactivos
Equipos

* Balanza analitica

* Cabina de flujo laminar de bioseguridad Tipo Il
* Incubadora

» Centrifuga para tubos de 15 mL.

* Agitador Minishaker

* Autoclave

» Microscopio Optico

Materiales

* Placas de 96 pozos de fondo plano

* Viales estériles

» Gradillas para viales

» Gradillas para tubos de 15 mL

* Micropipeta de 200 uL multicanal

* Micropipeta de 100 — 1000 uL

* Micropipeta de 20 — 200 pL

* Micropipeta de 2.0 — 20.0 pL

* Puntas para micropipetas

* Racks de puntas para micropipetas

* Cajas de cultivo estériles de 25 mL

* Frascos tipo Schott estériles de 100 mL, 250 mL, 500 mLy 1 L.
» Pipetas aforadas estériles de 2 mL, 5mL, 10 mL y 25 mL
* Pipetas Pasteur estériles

* Tubos para centrifuga estériles de 15 mL y 50 mL



128 Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad antimalarica de
Piper cumanense y Piper holtonii

Reactivos y solventes

* Medio RPMI completo
+ Hidréxido de sodio 5%
* Sorbitol 5%

* Colorante Giemsa

+  Plasma O*

* Glébulos Rojos O*

* Muestras a ensayar

Preparacion de las muestras a ensayar

e Solucion inicial (Solucién A): Preparar una solucién de 10 mg/mL en DMSO de la
muestra a ensayar
e En cabina de flujo realizar las siguientes diluciones:
o Tomar 100 pL de solucion A 'y adicionar 900 puL de RPMilc (Solucion B).
o Tomar 100 pL de solucién B y adicionar 900 uL de RPMlIc (Solucién C).

Preparacion del patron (Cloroquina)

e Solucion inicial (Solucién A): Preparar una solucién 1 mg/mL en agua destilada.
e En cabina de flujo realizar las siguientes diluciones:
o Tomar 100 pL de solucion Ay disolver en 900 puL de RPMic (Solucion B).
o Tomar 10 pL de solucion B y disolver en 990 pL de RPMic (Solucion C).

Preparacién de la suspension de glébulos rojos parasitados.

e Preparar una suspension de glébulos rojos parasitados, sincronicos en estadios
jévenes, con un hematocrito del 4%-5% y un porcentaje de parasitemia cercano
al 1%.

Diluciones en placa
Las concentraciones a ensayar se obtienen por diluciéon seriada en la microplaca de 96
pozos de fondo plano. Para tal efecto colocar en los pozos de la microplaca las

siguientes cantidades de medio RPMI completo.

o Enlas filas C colocar 100 uL de RPMIc
o Enlasfilas D colocar 120 uL de RPMIc
e En lasfilas E colocar 180 yL de RPMIc
e En lasfilas F colocar 180 uL de RPMic
o Enlas filas G colocar 100 uL de RPMiIc
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Control de
parasitos
H H

M1=Muestra 1, M2=Muestra 2, CQ=Cloroquina, V=Vehiculo

Seguidamente realizar los siguientes pasos

Colocar en la fila B 200 pL de solucion A de los muestras a ensayar por triplicado
como se dispone en la Figura 1.

Tomar 100 pL de la fila B y traspasar a la fila C, homogenizar.

Tomar 80 pL de la fila C y traspasar a la fila D, homogenizar.

Tomar 20 pL de la fila D y traspasar a la fila E, homogenizar.

Tomar 20 pL de la fila E y traspasar a la fila F, homogenizar.

Desechar de la fila F 100 pL.

Desechar de la fila E 80 pL.

Desechar de la fila D 80 pL.

Desechar de la fila C 20 pL.

Una vez se cuenta con las muestras y sus respectivas concentraciones en la microplaca:

Colocar 100 pL de la suspensiéon de globulos rojos parasitados, en todos los
pozos de las letras B a G del nUmero 1 al 12.

Tapar las placas, colocarlas en un recipiente adecuado, gasear con mezcla de
gases (5%CO,, 5%0;,, balance de Nitrégeno) por 5 minutos o colocar
directamente en incubadora con COa.

Incubar a 37 °C por 48 horas.
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Realizacion de frotis

Transcurridas las 48 horas, retirar la microplaca de la incubadora y trabajar bajo cabina
de seguridad biolégica.

Retirar cuidadosamente de uno de los pozos control (pozos de la fila G) el medio
sobrenadante.

Realizar un frotis del pellet, evaluar la parasitemia y los estadios del cultivo.
Verificar que el cultivo se encuentra en estadios jévenes y la parasitemia es
considerablemente superior a la inicial.

Tomar la placa y centrifugarla a 500 G por 10 minutos.

Eliminar cuidadosamente el sobrenadante de cada pozo.

Realizar un frotis de cada uno de los pozos.

Fijar el frotis con metanol

Realizar la tincion de Giemsa.

Realizar el conteo de globulos rojos parasitados y no parasitados por el método
visual (1000 glébulos rojos totales)

Realizar el calculo de parasitémia y porcentaje de inhibiciébn de acuerdo a las
ecuaciones

o d emia = Globulos Rojos Parasitados 100
0 de parasitemia = Globulos Rojos Totales g

% de inhibicié Parasitemia de blanco — Prasitemia de muestra 100
0 de inhibiciéon = - , x
Parasitemia de blanco




Anexo 3: Protocolo del ensayo de Inhibicion de la
biomineralizacion de ferriprotoporfirina IX (FBIT)

1.0 Equipos, Materiales y Reactivos
1.1 Equipos
« Balanza Analitica
* Incubadora
» Lector de Placas de micro-ELISA Bio-Rad Modelo 550
» Centrifuga con cabezote para placas de 96 pozos
* Agitador Minishaker
1.2 Materiales
* Placas de 96 pozos de fondo plano FALCON® 353072
* Micropipeta multiple
* Micropipeta de 100 — 1000 uL
* Micropipeta de 20 — 100 L
» Puntas para micropipetas
1.3 Reactivos
«  Cloruro de hemina bovino Acido acético glacial Merck
* Acetato de sodio
» Hidréxido de sodio
* Agua destilada desionizada
* Dimetil sulfoxido DMSO

2.0 Preparacion de Soluciones
2.1 Buffer de Acetato de Sodio
2.1.1 Soluciones Stock

* Solucion A: Medir 1.15 mL de &cido acético y disolver en agua destilada c.s.p.
100 mL

» Solucion B: Pesar 1.64 g de acetato de sodio y disolver en agua destilada c.s.p.
100 mL

2.1.2 Preparacion del Buffer (el dia del ensayo)
* Mezclar 61 mL de solucién A con 39 mL de solucion B
» Verificar el pH de la solucién a 4.45 £ 0.1, en caso de ser necesario ajustar el pH
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2.2Solucion de NaOH 0.1 M
* Pesar NaOH 1 g y disolver en agua destilada c.s.p. 250 mL
* Almacenar en nevera (en frasco de vidrio)

2.3 Solucion de Hemina (preparar el dia del ensayo)
» Pesar 2.5 mg y disolver en 5 mL de DMSO
* Preparar 5mL por cada microplaca

2.4 Preparacion de muestras
+ Concentracion 1 (C1): Pesar 10 mg de muestra y disolver en 1 mL de DMSO
» Concentracion 2 (C2): Tomar 500 pL de C1y completar a 1ImL con DMSO
» Concentracion 3 (C3): Tomar 500 uL de C2 y completar a 1 mL con DMSO
» Concentracion 4 (C4): Tomar 500 L de C3 y completar a 1 mL con DMSO

* Preparar los extractos preferencialmente en DMSO otros vehiculos pueden ser
agua, metanol, etanol 100% y etanol/agua (70/30).

2.6Preparacion del patrén (cloroquina)

* Concentracion 1(C1): Pesar 1 mg de cloroquina y disolver en 5 mL de agua
destilada.

* Concentracion 2 (C2): Tomar 500 uL de C1y completar a 1ImL con agua destilada

+ Concentracion 3 (C3): Tomar 500 uL de C2 y completar a 1 mL con agua
destilada.

« Concentracion 4 (C4): Tomar 500 uL de C3 y completar a 1 mL con agua
destilada
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3.0Disefio de la microplaca

El disefio de la microplaca permite evaluar 6 muestras y cuenta con pozos con
vehiculo (V) y patron (CQ) tal como se observa en la Figura 1, cada muestra se
evalla a 4 concentraciones y cada concentracion por triplicado. Se deben realizar
como minimo 3 ensayos independientes para determinar la Clso.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12
M1I|M1|M1l|M2|M2|M2|M3|M3|M3| M4 | M4 | M4

C1
C2
C3
C4
C1
Cc2
C3
C4

M5 M5 | M5 M6 M6 | M6V |V |V CQ|CQ|CQ

I O m m 9 O| @ >
I ® M m| O O W >

M1: Muestra 1, M2: Muestra 2, M3: Muestra 3, M4: Muestra 4, M5. Muestra5, M6: Muestra 6

3.1 Montaje de la microplaca

Colocar en estricto orden las soluciones de acuerdo a la distribucién de la microplaca de
la siguiente manera:

50 uL de solucién de hemina (0.5 mg/mL recientemente disuelta en
DMSO)

100 pL de buffer de acetato de sodio (pH 4.45)

50 pL de solucion del extracto o 50 pL del control respectivo
ver la preparacion de las soluciones en 4.0

* Una vez montada la microplaca agitar durante 3- 5 minutos
* Incubar a 37°C por 22 horas

« Trascurrido el periodo de incubacion, centrifugar a 1600 G durante 5 minutos, la
diferencia entre las placas no debe ser superior a 7 g.

» Descargar el sobrenadante mediante dos descargas no muy fuertes y girando la
placa entre ellas.

* Redisolver el pellet con 200 yL de DMSO para remover la hemina que no
reacciono
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» Centrifugar a 1600 G durante 5 minutos (2800 RPM)

» Descargar el sobrenadante (mediante dos descargas no muy fuertes y girando la
placa entre ellas)

» Redisolver el pellet (precipitado de hematina) en 200 uL de solucion de NaOH 0.1
M, agitar suavemente durante 30 segundos.

* Hacer la lectura espectroscopica a 415 nm en un espectrofotémetro de placas.

4.0 Caélculos
4.1 Calculo de los porcentajes de inhibicion

Se obtienen los porcentajes de inhibicibn de biocristalizacién de FPIX mediante la
siguiente ecuacion.

o Absorbancia Control — Absorbancia muestra
% de inhibicion = Absorbancia control x 100

Se considera activo un extracto si presenta un porcentaje de inhibicion de la
biocristalizacion superior al 50 % por lo menos con la concentracién mas alta evaluada.
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