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Resumen y Abstract IX

Resumen

El presente trabajo contribuy6 en la busqueda de agentes fitosanitarios para el control de
Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae mediante el estudio fitoquimico del extracto de
inflorescencias de Piper cumanense, que permitié el aislamiento y la identificacion de
diferentes compuestos, cinco derivados de acido benzoico abiertos y cerrados (cromenos)
entre ellos un nuevo compuesto llamado &cido (2S)-2-metil-2-(4’-metil-pent-3’-enil-8-(3”-
metil-but-2”-enil)-)-4-oxo-cromano-6-carboxilico N9, el cual se denomindé &cido
oxocumeénico, un sesquiterpeno y mezcla de esteroles. Se realiz6 la sintesis de analogos
y derivados de cromenos, obteniendo 41 compuestos sintéticos. Posteriormente se evalué
la actividad antifungica y los efectos toxicos de los compuestos naturales y sintéticos,
encontrando que los compuestos naturales acido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico
N10 y acido (2’Z) cumenico N2, presentaron los menores valores de Clso 7,2 'y 18,7 pg/mL
respectivamente. El compuesto N10 es el Uinico compuesto de los evaluados que presentd
actividad fungicida. Los compuestos sintéticos la cromona y el cromanol bromado S3b y
S4b, fueron los compuestos con los menores valores de Clsp 6,0 y 6,4 pg/mL
correspondientemente. Estos compuestos naturales y sintéticos también presentaron los
menores efectos toxicos.

En comparacién con el control positivo Benomil ® utilizados por los campesinos en el
control de esta enfermedad en los cultivos de Gulupa, estos compuestos presentan
concentraciones y efectos toxicos bajos, haciéndolos agentes fitosanitarios promisorios.
Por ultimo, se planteé un modelo computacional basado en farmacoforo, utilizando las
caracteristicas farmacoféricas de los compuestos més activos para predecir 16 nuevos

compuestos activos.

Palabras clave: Piper cumanense, antifingico, cromeno, Fusarium oxysporum

f.sp.passiflorae. fitotoxicidad, farmacaéforo.
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Abstract

The present study contributed in the search of phytosanitary agents for the control of
Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae by means of the phytochemical study of the
inflorescence extract of Piper cumanense, which allowed the isolation and identification of
different compounds, five benzoic acid derivatives, opened and closed (chromenes)
including a new compound called (2S)-2-methyl-2-(4'-methyl-pent-3'-enyl-8-(3 "-methyl-
but-2"-enyl)-4-oxo-chroman-6-carboxylic acid N9, which was called oxocumnic acid, a
sesquiterpene and a mixture of sterols. As a result of the synthesis of chromosome analogs
and derivatives, 41 synthetic compounds were obtained. Later the antifungal activity and
the toxic effects of the natural and synthetic compounds were evaluated, finding that the
natural compounds 2,2-dimethyl-2H-chromene-6-carboxylic acid N10 and (2'Z) cumenic
acid N2, showed the lowest values of ICso 7.2 and 18.7 yg/mL respectively. The compound
N10 is the only compound of the evaluated that presented fungicidal activity. The synthetic
compounds chromone and brominated chromanol S3b and S4b, were the compounds with
the lowest values of ICso 6.0 and 6.4 ug/mL correspondingly. These natural and synthetic
compounds also had the least toxic effects.

In comparison with the Benomil® positive control used by farmers in the control of this
disease in Gulupa crops, these compounds have low toxic concentrations and effects,
making them promising plant protection agents. Finally, a computational model based on
pharmacophore was proposed, using the pharmacoforic characteristics of the most active

compounds to predict 16 new active compounds.

Key words: Piper cumanense, antifungal, chromene, Fusarium oxysporum

f.sp.passiflorae, phytotoxicity, pharmacophore.
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Introduccién general

La actividad agricola ha sido desarrollada por el hombre desde tiempos remotos para la
produccion de alimentos y de diversos productos aplicables en diferentes areas. Esta
actividad juega un papel muy importante en el desarrollo de los paises, contribuyendo
principalmente de tres formas: como actividad econdémica (fuente de empleo y reduccién
de la pobreza), como medio de subsistencia (combatir el hambre) y como protector
ambiental (seguridad alimentaria, preservacion de la diversidad bioldgica y apoyo al
desarrollo sostenible ambiental)*2. En paises en desarrollo como Colombia la agricultura
es un factor de gran importancia, pues representa alrededor del 7-8 % del Producto Interno
Bruto (PIB), es responsable de méas del 60% del total de la produccién alimentaria y del
70% del empleo agricola 3.

Colombia cultiva y exporta diversos productos entre los que se destacan el café, el
algodoén, la cafia de azUcar, las frutas y las flores. Las frutas ocupan generalmente el cuarto
lugar de los productos agricolas exportados por el pais, siendo las denominadas “frutas de
la pasion” unas de las mas representativas y entre las que se encuentran el maracuya,
curuba, granadilla y gulupa. Estas frutas pertenecientes a especies del género Passiflora
y la familia Passifloraceae, son muy apetecidas a nivel internacional principalmente por
paises europeos, ocupando el tercer puesto de las exportaciones de frutas frescas en el
pais con mas de 4800 toneladas al afio #°. La demanda de estos productos a nivel nacional
e internacional ha aumentado considerablemente en los ultimos afios, por lo que se hace
necesario elevar la competitividad de los cultivos, principalmente sobre la base de
aumentar la cantidad de é&reas cultivadas, mejorar los rendimientos de produccion,
minimizar las pérdidas en cosecha y postcosecha, y disminuir los costos de produccion.
En este sentido se ha promovido el asocio de los agricultores, se ha fomentado la
utilizacién de las buenas practicas agricolas y de la tecnificacion de cultivos. Aunque las
medidas adoptadas han elevado la competitividad de los cultivos, no han sido totalmente
eficientes para el control de las pérdidas ocasionadas por plagas y enfermedades, por lo
gue en los ultimos afios muchas investigaciones se han encaminado hacia la busqueda de
sustancias con potencial aplicabilidad en el tratamiento y control de las plagas que afectan
a estos cultivos 7.

Los cultivos de frutas provenientes de especies del género Passiflorae son atacados por
diversos patdégenos entre los cuales se destaca el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae, cuya afectacién reduce en forma considerable la calidad, el valor comercial y
la viabilidad de los frutos. Este hongo fitopatogéno ocasiona el marchitamiento vascular
gue xonlleva a la muerte de las plantas infectadas, generando altas pérdidas en cultivos
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gue suelen ser superiores al 60%. Adicionalmente es un hongo saproéfito que puede
sobrevivir muchos afios en el suelo (alrededor 40 afios) en estado latente, por lo que una
vez afectado el suelo es dificil su erradicacion y generalmente obliga al reemplazo del tipo
de cultivo 813, La estrategia de control de este hongo fitopatégeno se basa en un adecuado
manejo integrado del cultivo y dentro del cual se utilizan principalmente fungicidas
sistémicos de tipo benzimidazol. Pero, muchos de estos productos quimicos ademas de
ser poco selectivos e ineficaces, incrementan los costos de produccion, disminuyen la
calidad de los productos (los productos son rechazados si presentan trazas de fungicidas
no permitidos en mercados internacionales), son téxicos y causan serios problemas de
contaminacion ambiental. De este modo se hace necesario el desarrollo de agentes
fitosanitarios eficaces y de bajo impacto ambiental que permitan controlar el hongo F.
oxysporum f. sp. passiflorae 416

En busqueda de nuevos agentes fitosanitarios las plantas representan una alternativa
interesante y prometedora debido a que estas producen diversos tipos de compuestos
bioactivos que pueden llegar a ser utilizados como métodos de control, o pueden ser la
fuente de inspiracion para el desarrollo de sustancias més activas. Los estudios
fitoguimicos han tomado gran impulso en la busqueda de sustancias utiles a nivel agricola,
con el fin de encontrar soluciones econémicas y de bajo impacto ambiental para el control
de plagas y enfermedades 1”8, Por tal motivo varios grupos de investigacién se han
interesado en estas problematicas y han creado asociaciones y redes de investigacion
enfocadas en la solucién de problemas fitosanitarios que afectan a diversos cultivos. Tal
es el caso de la Red Nacional para la Bioprospeccion de Frutas Tropicales-Rifrutbio, quien
en la actualidad se encuentra desarrollando el proyecto titulado: “Ecofisiologia, nutricion
mineral y manejo integrado de plagas y enfermedades en aguacate, granadilla, curuba,
gulupa y tomate de arbol orientados hacia su manejo agronémico, como materia prima
para el desarrollo de productos de interés comercial”’. Uno de los objetivos a desarrollar en
esta propuesta estd encaminado a contribuir en la busqueda de agentes fitosanitarios
derivados de especies vegetales de la familia Piperaceae para la solucién de problemas
fitosanitarios que afectan los cultivos de especies frutales tropicales colombianas en
particular a las frutas del género Passiflora (granadilla, curuba, gulupa y otras).

En el pais crecen diferentes familias de plantas entre las que podemos mencionar por su
importancia econdmica, usos tradicionales y composicion quimica, la familia Piperaceae.
el género Piper es de los mas representativos de la familia y se caracteriza por el contenido
de diversos metabolitos con actividad antifingica frente a hongos fitopatégenos °-24

El grupo de investigacion “Estudio Quimico y de Actividad Bioldgica de Rutaceas y
Myristicaceas Colombianas” de la Universidad Nacional de Colombia desde el afio 2005
inicié investigaciones de quimioprospeccion con especies del género Piper enfocadas en
la busqueda de agentes fitosanitarios que permitan controlar algunas plagas y
enfermedades que afectan a cultivos de importancia econémica para el pais. Durante los
10 afios de estas investigaciones se realizd6 un screening de actividad antifingica
preliminar contra hongos fitopatégenos (Fusarium oxysporum sp y Botritis cinerea) con
varios extractos de especies del género Piper, encontrdndose que muchas de las especies
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evaluadas presentaron actividad promisoria contra los microorganismos objeto de estudio.
Los promisorios resultados de actividad antifingica impulsaron el desarrollo de estudios
fitoquimicos que permitieron el aislamiento de algunos de los compuestos responsables
de esta actividad, entre los cuales hay flavonoides, derivados de &cido benzoico y
cromenos 2>%6

Algunas de estas sustancias (principalmente flavonoides y amidas) han sido fuente de
inspiracion para el desarrollo de investigaciones en sintesis de analogos, determinacion de
relaciones de estructura-actividad y busqueda de farmacoforos por métodos
computacionales, cuyo objetivo ha estado centrado en la potencializacion de la actividad
antifangica que han presentado las sustancias naturales. A partir de flavonoides aislados
de P. subtomentosum y P. septuplinervium se realizaron analogos y derivados, logrando
establecer algunas relaciones de estructura y actividad contra S. frugiperda 2° y de la
especie P. scutifolium se aislaron amidas activas que fueron fuente de inspiracion para
sintetizar amidas analogas y derivadas. Con el grupo de amidas sintetizadas y naturales
se establecieron relaciones de estructura y actividad y se sintetizaron amidas con mejor
actividad contra los hongos Cladosporium cladosporioides y C. sphaerospermum 27,

Sin embargo, no hay estudios provenientes de especies de la familia Piperaceae
encaminados a buscar sustancias que permitan controlar el hongo F. oxysporum f. sp.
passiflorae, tampoco de sintesis, estructura-actividad o de estudios computacionales de
cromenos como fuente de fitosanitarios. Por esta razon, se realiz6 un estudio preliminar a
32 extractos de género Piper contra Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae y se encontré
gue 12 especies presentan actividad contra este hongo (P. cf. cumanense, P, artanthe y
P. marginatum presentaron los mayores halos de inhibicion). El estudio fitoquimico de la
especie Piper cf. cumanense aislé un compuesto cromeno que fue activo contra Fusarium
oxysporum. También se tiene en cuenta la falta de bibliografia en estudios de estructura-
actividad de estos compuestos (cromeno) en la aplicacion a problemas en el sector
agroindustrial.

La presente tesis doctoral contribuye a la busqueda de agentes fitosanitarios que permiten
controlar el hongo F. oxysporum f. sp. passiflorae y esta organizada en tres capitulos:

e En el primer capitulo describe la identificacion de los compuestos aislados del
estudio quimico del extracto de inflorescencias de P. cf. Cumanense.

e En el capitulo dos, describe el disefio, sintesis de analogos y derivados inspirados
en los cromenos.

e En el capitulo tres, se expone la determinacion de la actividad biolégica contra este
hongo fitopatdégeno y los efectos téxicos de los compuestos naturales y sintéticos.
Finalmente, se establece el modelo de farmacoéforo basado en los compuestos con
menor Clsp y efectos toxicos para predecir nuevos compuestos con actividad

antifingica contra este hongo.
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1. Estudio fitoquimico de Piper cf
cumanense Kunth

1.1 Introduccidén

Los productos naturales han sido utilizados principalmente como fuente de alimentos,
medicinas y agentes controladores de plagas desde el principio de la humanidad. La
investigacion en productos naturales se ha desarrollado buscando aplicaciones en
diferentes areas entre las que se destacan la farmacéutica y agricola. A nivel farmacéutico,
se han hecho enormes contribuciones a la salud humana a través de descubrimiento de
nuevos compuestos con propiedades farmacéuticas, a tal punto que alrededor de la mitad
de los productos farmacéuticos usados son derivados de fuentes naturales 28-3

A nivel agricola, las investigaciones en productos naturales no son tan numerosas, pero
se han desarrollado algunos plaguicidas de origen natural basados en principios activos
como los piretroides, rotenona y nicotina, entre otros -3, Las muiltiples aplicaciones de los
productos naturales radican en la diversidad de metabolitos secundarios que suelen
producir para interactuar con los agentes externos que los rodea. Estos compuestos han
sido aprovechados en diferentes investigaciones hasta el punto de lograr el desarrollo de
nuevos medicamentos y agroquimicos (algunos inaccesibles por otras vias) *. En este
sentido las plantas representan una fuente inestimable para emprender investigaciones en
diferentes campos, si se tiene en cuenta que de las 300.000 especies vegetales que se
han reportado sélo alrededor de un 20 — 30 % han sido objeto de estudios fitoquimicos y
de propiedades biolégicas, lo que pone de manifiesto que adn quedan muchas especies
por investigar que pueden ser fuente potencial de nuevas sustancias activas y/o Gtiles para
el beneficio de la humanidad 3641,

Un campo de investigacion que esta tomando gran auge es la bdsqueda de agentes
fitosanitarios que permitan controlar plagas que afectan a plantas utilizadas con fines
alimenticios o industriales #>*3. Por tal motivo varios grupos de investigacion se han
interesado en estas problematicas y han creado asociaciones y redes de investigacion
enfocadas en la solucion de problemas fitosanitarios que afectan a diversos cultivos.

Colombia es uno de los paises con mayor biodiversidad y en donde se encuentra un
namero importante de especies vegetales, muchas de las cuales no presentan estudios
investigativos y otras solo tienen investigaciones parciales, hacen de nuestro pais un lugar
atractivo para emprender estudios multidisciplinarios dirigidos a la busqueda de productos
con aplicacién en el sector agricola.

En el pais crecen diferentes familias de plantas entre las que podemos mencionar por su
importancia econdmica a la familia Piperaceae, dada las aplicaciones que tienen algunas
de sus especies a nivel alimenticio, industrial y medicinal 2. Las especies mas
caracteristicas del género Piper son P. nigrum y P. methystium. De los frutos de P. nigrum
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se obtiene la pimienta, condimento de gran importancia y demanda, tanto fue su demanda
en el siglo XV que promovi6 la busqueda nuevas rutas maritimas a Oriente desde Europa,
generando el descubrimiento del continente Americano 4. La infusién de la raiz de P.
methystium (Kawa-Kawa) han sido utilizados durante las ceremonias magico-religiosas de
los indigenas en la Oceania, por sus efectos alucinégenos y relajantes .

Dentro de los 13 géneros que conforman a la familia Piperacece, el género Piper es el mas
representativo y se caracteriza por poseer especies con una amplia diversidad de
metabolitos secundarios entre los que se destacan amidas, flavonoides, lignanos,
fenilpropanos, derivados prenilados de acido benzoico, terpenos y esteroides*. Muchas
de las sustancias, extractos, fracciones y compuestos obtenidas de especies del género
Piper han mostrado significativa actividad bioldgica con posible aplicacién en el sector
agricola 4%, Siendo Colombia uno de los paises donde se encuentra un ndmero
importante de especies vegetales pertenecientes al género Piper, muchas de estas
especies no presentan estudios investigativos y otras solo tienen investigaciones parciales,
hacen de este género atractivo para emprender estudios multidisciplinarios dirigidos a la
busqueda de productos con aplicacion en el sector agricola. °

En el capitulo 1 de esta investigacion se describe el estudio fitoquimico realizado sobre la
especie Piper cumanense, donde se describe la comparacién de los extractos de diferentes
organos de la especie de estudio y del extracto de inflorescencias el aislamiento de
compuestos que son identificados por técnicas espectroscopicas y espectrometrias.
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1.2 Generalidades del género Piper

El género Piper comprende alrededor de 2500 especies, con aproximadamente 1500
especies identificadas y aceptadas, son conocidas comunmente como “cordoncillos”
debidos a la forma sus inflorescencias.

El género Piper es el género mas representativo de la familia Piperaceae, ha sido utilizado
desde la antigiiedad como fuente de alimentos y medicinas, también estas especies son
importantes para el ecosistema ya que sirven de alimentos para aves y murciélagos y
atraen a insectos polinizadores °!. Las especies mas conocidas de este género es la P.
nigrum, fuente de la pimienta negra, P. aduncum, utilizada tradicionalmente como
cicatrizante y antiséptica y P. methystium reconocida mundialmente por los efectos
alucinégenos que causa las infusiones preparadas con la raiz de esta planta 2 %2,

1.2.1 Descripcion botanica y morfoldgica del género Piper

La familia Piperaceae cuenta con mas de 3610 especies agrupadas en 13 géneros:
Artanthe, Lindeniopiper, Macropiper, Manekia Ottonia, Peperomia, Piper, Piperanthera,
Pothomorphe, Sarcorhachis, Trianaeopiper, Verhuellia y Zippelia de los cuales los mas
importantes y extensos son el género Piper seguido por el Peperomia 53,

En la Tabla 1-1 se muestra la clasificaciéon taxonémica del género Piper °*

Tabla 1-1Clasificacion taxonémica del género Piper.

REINO Plantae
FILO Magnoliofita
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Piperales
FAMILIA Piperaceae

GENERO Piper

El género Piper es uno de los mas diversos géneros entre el linaje de las angiospermas,
asi como de los bosques tropicales humedos alrededor del mundo. Ecolégicamente las
especies del género Piper son componentes estructurales del sotobosque. Este género
comprende, arbustos, hierbas o enredaderas y rara veces arboles. Son conocidos como
“cordoncillos”, debido a la presencia de diminutas flores agrupadas en una inflorescencia
en forma de espiga o en racimos con androceo formado entre 1-10 estambres y gineceo
de 1-4 carpelos. Los tallos se caracterizan por la presencia de nudos engrosados y sus
hojas presentan una gran variedad morfolégica, pueden ser simétricas 0 asimétricas,
alternas u opuestas, elipticas u ovaladas y sus frutos generalmente estan en forma de
bayas o drupas pequefias y constan de una semilla *°. En la Figura 1-1. Se ilustran algunas
de las caracteristicas morfoldgicas mas representativas en el género Piper.
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Figura 1-1 Principales caracteristicas morfolégicas de especies del género Piper: Se
caracterizan principalmente por las inflorescencias (1), nudos en los Tallo (2) y presentan
variedad de hoja (3).

1.2.2 Distribucién geografica del género Piper

El género Piper se caracteriza por poseer una gran difusion de especies ampliamente
distribuidas a nivel mundial (alrededor de 2500 especies), principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales®. Colombia es uno de los paises con mayor distribucién de
especies pertenecientes a este género, pues se han encontrado en gran parte del territorio
colombiano, principalmente en bosques himedos y tropicales 5657

1.2.3 Estudios etnobotanicos, fitoquimicos y actividad bioldgica
en el género Piper.

Diversas especies del género Piper han sido utilizadas en distintas partes del mundo,
especialmente en América, Asia y Africa para el tratamiento de un sinnimero de afecciones
en humanos y para actividades agricolas. Por ejemplo, las hojas de la especie P.
hostmannianum var. berbicense, son utilizadas en la medicina tradicional latinoamericana
como antimalarico. Los frutos en polvo de P. nigrum se utilizan en forma de cataplasmas
en afecciones pulmonares, también como repelente de mosquitos causantes de
enfermedades. Las hojas de P. aduncum en forma de decoccién y en forma de tonico son
usadas para controlar infecciones. En Colombia, en el departamento del Cauca se utilizan
las hojas secas y trituradas hasta polvo de la especie P. tuberculatum para eliminar los
piojos. En el Uraba, los indigenas Katios usan los tallos de P. marginatum como dentifrico
eficaz contra enfermedades dentales 5%1. En zonas cafeteras, se siembra P. aduncum en
medio de los cultivos de café porque presentan un efecto repelente de plagas 623,

De los estudios fitoquimicos realizados sobre especies del género Piper, se han
encontrado diversos metabolitos, entre los mas representativos estan las amidas,
flavonoides lignanos, neolignanos, fenoles y derivados prenilados de acido benzoico 4.
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Los metabolitos presentes en las especies del género Piper presentan mdltiples
actividades biologicas, resaltandose la actividad antifungica.

Dada esta riqueza quimica y sus aplicaciones a nivel etnoboténico, a muchos de los
extractos, aceites esenciales y compuestos aislados en este género se les han realizado
diversos ensayos de actividad bioldgica, obteniéndose resultados promisorios y que han
permitido incluso confirmar sus usos etnobotanicos . Por ejemplo, la especie P.
hostmannianum var. berbicense, que es utilizada como antimaldrico, se les ha determinado
actividad contra Plasmodium falciparum y se han aislado los compuestos responsables de
esa actividad °¢. De la especie P. tuberculatum utilizada por su accién insecticida se
aislaron los compuestos que presentan esta actividad contra los piojos ¢’. Los aceites
esenciales obtenidos de diferentes 6rganos de las plantas del género Piper han presentado
diferentes actividades bioldgicas principalmente insecticida %7° y antifingica 23 2,

1.2.4 Metabolitos aislados del género Piper con actividad
antifungica.

La mayoria de los estudios en blsqueda de antifingicos provenientes del género Piper
estdn enfocados en el control de hongos fitopatégenos, los hongos principalmente
utilizados en las investigaciones son: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, Botrytis cinérea, Candida albicans, Candida tropicalis, Cladosporium
sphaerospermun, C. cladosporioides, Fusarium oxysporum, Phytophthora, etc. 11 72,

De los estudios quimicos realizados sobre especies del género Piper han encontrado el
aislamiento e identificacion diversos metabolitos, entre los mas representativos estan las
amidas, flavonoides, lignanos, neolignanos, derivados de &cidos benzoico y fenilpropanos
374 Los metabolitos presentes en las especies del género Piper presentan mudltiples
actividades bioldgicas, resaltandose la actividad antifingica. A continuacioén, se presentan
algunos ejemplos de los compuestos que presentan actividad antifingica.

Las amidas son los metabolitos mas caracteristicos en las especies del género Piper, se
encuentran generalmente en la cascara del fruto y son las responsables de la sensacion
pungente y picante en la pimienta negra.

Amidas piperidinica

Actividad antifangica
Estructura Fuente contra hongos
fitopatégenos

Nombre
(bibliografia)

o} . . . .

Extractos Pyricularia, Rhizoctonia,

Pipernonalinal | Q° \ NN o Botrytis y Phytophthora,
75 ( . etandlico

con valores de CMI entre
0 1 P. longum

0,5-0,25 pg/mL
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Amidas pirrolidinicas

Actividad

_qubre, Estructura Fuente antifungica contra

(bibliografia) f hongos
itopatégenos
N-[10-(13,14-
metilendioxifenil)-7- o ~

(E)-9-(2)- { Q
pentadienoil]- o 2\ N
pirrolidina 2 = Q

76-77

N-[10-(13,14-

metilendioxifenil)-9-
(E)-pentadienoil]-
pirrolidina 3
7

N-[10-(13,14-
metilendioxifenil)-7-
(E)-9-(B)-
pentadienoil]-
pirrolidina 4
23,71, 76-78.

(6]
SORDR®

Extracto etanélicos
P. arboreum, P.
tuberculatum, P.
mollicomum y P.

hispidum

Cladosporium
sphaerospermun y C.
cladosporioides
CMl entre 0,1 -1,0
mg/mL

Amidas isobutilamidas

piperovatina 5 7°.

corcovadina 6

P. scutifolium Jack. P.
hoffmannseggianum
Roem. & Schult
P. flaviflorumy P.
sarmentosum

C. sphaerospermun y
C. cladosporioides
CMI 1 pg/mL

Candida albicans, C.
glabrata, C. krusei,
Cryptococcus
neoformans y
Aspergillus fumigatus,
Clso 4,7 pg/mL

Naringenina 7

Sakuranetina 8

P. crassinervium

C. sphaerospermun y
C. cladosporioides
CMI 1 pg/mL
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Orientina 9
80

Piperolidos
[
o]
‘ =
4,6-dimetoxi-5-E- 0
fenilbutenolido 10
C. sphaerospermun y
P. malacophyllum s C. cladosporioides
CMI 1 pg/mL
4,6-dimetoxi-5-Z-
fenilbutenolido 11 8!
Neolignanos

Eupomatenoia-5 12

/
@]
Ho
0]

12
Conocarpan
- 0]
13
14 —

Eupomatenoide-3 14
82-84

aiatl
LO

P. solmsianum seems

Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger,
Rhyzopus sp.,
Microsporum canis,
Microsporum
gypseum,
Trichophyton
mentagrophytes,
Trichophyton rubrum,
Epidermophyton
flocosum,
Cryptococcus
neoformans, Candida
albicans y Candida
tropicalis
CMI <9 pg/mL con
una potencia tan alta
como el farmaco
antifungico estandar

Coruscanones

Coruscanones A 15
85

AN
oO
-
—

P. coruscans

C. albicans, con CMI
de 0,78 pg/mL
comparado con el
control positivo
anfotericina 1pg/mL

Aceites esenciales

B cariofileno 16
(10,5%)

P. hispidum, P.
aleyreanum, y P.
anonifolium

C. sphaerospermun y
C. cladosporioides
(P. hispidum actividad
similar con el control
positivo < 0,1 ug)
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~o
Apiol 17 <Oj<>/\/
(22%) o 17
O\
Safrol 18 <OIJCN
g oA

B cariofileno 16

(26%) 16
Safrol 18
(28%) 18
20_

Piper aduncum

Sclerotinia
sclerotiorum
Inhibicién del halo de
crecimiento en un
95%

Derivados prenilados de

acido benzoico

benzoato 4-hidroxi-3-
(2'-hidroperoxi-3'-
metil-3’butenil) de
metilo 19 &

P. aduncumy P.
hostmannianum

C. cladosporioides y
C. sphaerospermum,
Cantidad minima
inhibitoria (5,0 ng)

éster metilico acido

lanceafolico 20
88

O

P. lanceafolium

C. albicans
CMI 100 pg/mL

H
OOH
P 19
0
OH
OH
=
20
o}

A gaudichaudianico

24
22,89

H
o OH
i o
Acido crassinervico
21, 21
O OH
(@]
o
A aduncumeno 22 -
0 22
0”0~
H
o OH
A hostmaniano 23 OH
P 23
] (o]
]

Piper P.
crassinervium, P.
aduncum, P.
Fuligineum, P.

hostmannianum, y P.

gaudichaudianum

C. cladosporioides y
C. sphaerospermum
Cantidad minima
inhibitoria de 0,5, 10,
5,0 y 0,5 ng
Comparables con el
control positivo de 1

ng




12 Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae

Estudios realizados en el grupo de investigacion “Laboratorio de Productos Naturales
Vegetales (LPNV)” de la Universidad Nacional de Colombia, se determiné que el metabolito
de tipo alquenilfenol gibbilimbol B 25 aislado de los frutos de P. eriopodon presenta
actividad antifangica frente al hongo F. oxysporum f. sp dianthi, presento una cantidad
minima inhibitoria de 5 pug * y contra F. oxysporum f. sp lycopersici fue de 10 ug °. De la
especie P. septuplinervium se aislaron dos flavonoides Uvangoletina 26 y Crisina 27 que
también presentaron actividad contra F. oxysporum f. sp dianthi con una cantidad minima
inhibitoria de 2 ug para ambos compuestos, respecto al control positivo Benomil (50%) de
1 ug y contra B. cinérea de 100 y > 100 respectivamente °2.

, )
HO O HO
@/\/\/\/\/\/\ O
26
HO 2 OH O

De las inflorescencias de P. cumanense se aislaron compuestos tipo derivados de acido
benzoico 28 y 24 (A gaudichaudianico), también, aislado de la especie P. kelleyi 2 9. El
compuesto de tipo cromeno, presento actividad antifingica frente al hongo F. oxysporum
f.sp dianthi, presentaron una cantidad minima inhibitoria de 10 ug y 1 ug respectivamente,
el cromeno presenta actividad similar al control comercial Benoagro®. También fueron
activos contra el hongo fitopatégeno Botritis cinérea que atacan al género Passiflora, de
10 pg para ambos. Estudios preliminares presenta actividad contra F. oxysporum f. sp.
passiflorae, estos estudios se realizados en el grupo de investigacion LPNV. .
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1.3 Parte experimental

1.3.1 Procedimientos generales.

1.3.1.1 Cromatografia

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron en cromatografia flash (CF),
por aplicacion de presion y mediante el uso de vacio para cromatografia liquida al vacio
(CLV). La fase estacionaria utilizada para CF fue silica gel 60 Merck (230 — 400 mesh) y
para la CLV fue silica gel 60H Merck (70 — 230 mesh). Los estudios cromatogréficos, el
monitoreo de las cromatografias en columna y control de pureza se realiz6 por
cromatografia en capa delgada CCD, en la que se utilizaron cromatofolios de silica gel 60
HF2s2 Merck 0.20 mm de espesor. Los solventes empleados para las separaciones
cromatograéficas fueron de grado técnico (destilados y secados antes de su uso) y/o grado
analitico. Como reveladores se utiliz6 una camara saturada con vapores de |, vainilla 0,1
% en solucién de etanol/HsPO4 10 % v/v, anisaldehido 1% en etanol/H,SO4 10% v/v y luz
UV a A 254 y 365 nm.

El andlisis comparativo de los extractos y compuestos puros se realizé por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas de alta resolucion (LCMS). Para la técnica HPLC se realiz6 en un equipo Thermo
Scientific Dionex UltiMate 3000 (HPLC-DAD-ELSD), equipado con un detector de arreglo
de diodos DAD 3000 y detector Light scattering, con bomba DGP-36002, el seguimiento se
realizé a diferentes longitudes de onda: 254, 270 y 365 nm y con el detector Light
scattering. Para la técnica LCMS se utilizé un equipo Agilent Techologies, Q-TOF GG520
LC/MS usando ionizacién por electrospray (ESI) en modo negativo. Los fragmentos
significativos se indican como: m/z (intensidad relativa al pico base =100), con masa exacta
determinada para el iébn molecular (M) o fragmento iénico adecuado.

Para la separacion cromatografica en las dos técnicas se utiliz6 la columna analitica de
fase reversa Symmetry Cig (5 um; 3,9 X 150 mm). Como fase movil fue empleada metanol
(MeOH) (A) y una solucién de acido acético en agua al 1% (B). El gradiente utilizado inicio
desde tiempo 0 hasta 60 min con 60% de Ay 40% de B hasta 100% de A, luego se mantuvo
a 100% de A por un tiempo de 70 min, para un tiempo total de corrida de 130 min. El flujo
fue de 1,0 mL/min.

Para la determinacion de los componentes de la mezcla de esteroles, se utilizé un
cromatégrafo Agilent Technologies 7890 A GS System. En la separacion cromatografica
se utilizé una columna capilar RTX -5 /60 m x 0,25 mm x 0,25 ym con una inyeccién en
modo Split (20:1), el gas de arrastre utilizado fue helio. La temperatura del horno fue
programada como sigue: desde 50 °C hasta 160°C a 4 °C/min, de 160 °C hasta 220 °C a
2.5 °C/min y de 220 °C hasta 280 °C a 8 °C/min, para un tiempo total de recorrida de 75
minutos. La determinacién de los constituyentes quimicos presentes en la mezcla se
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realiz6 con base en los fragmentos de masas y comparacion de los espectros de masas
con los obtenidos de la libreria NIST 0.8 (usada por el equipo).

1.3.1.2 Técnicas empleadas para la elucidacion y caracterizacion de los
compuestos.

Los puntos de fusion se determinaron en un fusibmetro Fischer-Johns, los espectros de
infrarrojo (IR) fueron registrados en el espectrémetro Pekin Elmer FTIR Panagon 500
series. Los espectros de resonancia magnética nuclear de H y *C, asi como los
experimentos COSY, HMQC y HMBC fueron tomados en un espectrometro Bruker Avance
400, operado a 400 MHz para *H y a 100 MHz para **C empleando cloroformo deuterado
(CDCIs) como solvente, a una temperatura de 25°C. los desplazamientos quimicos (d)
estan expresados en partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en
hercios (Hz).

Los espectros de masas de alta resolucion (EMAR) fueron realizados en un equipo Agilent
Technologies, Q-TOF GG520 LC/MS con inyeccién directa (compuestos puros disueltos
en CHCIs), usando ionizacién por electrospray (ESI) en modo positivo 0 negativo, de
acuerdo con el tipo de compuesto. Los fragmentos significativos se indican como: m/z
(intensidad relativa al pico base =100), con masa exacta determinada para el ibn molecular
o fragmento i6nico adecuado.

La medida de rotacion optica especifica fueron tomadas en un polarimetro ADP440
(Bellingha Stanley) con lampara de sodio, en una celda de 1,00 mL de capacidad con un
paso 6ptico de 0,5 cm a una temperatura aproximada de 20 °C, utilizando CHCIl; como
solvente.

1.3.1.3 Recoleccién de la muestra.

La muestra vegetal Piper cf. cumanense Kunth fue recolectada en el municipio de Quipile,
departamento de Cundinamarca. La determinacion taxonémica fue realizada el Herbario
Nacional de Colombia donde fue clasificada con el numero COL:518185 por el bi6logo
Adolfo Jara.

1.3.1.4 Preparacion de extractos etanolicos.

Del material vegetal se separaron hojas, inflorescencias, tallos y raices. Las muestras
vegetales secas fueron molidas y se sometieron a extraccion con etanol al 96% por
maceracion a temperatura ambiente. El solvente fue evaporado mediante destilacién a
presion reducida y de esta forma se obtuvieron los extractos etandlicos de hojas (450 @),
inflorescencias (200 g), tallos (7,3 g) y raices (5,4 g).
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1.3.1.5 Ensayo de bioautografia

Este ensayo se realiz6 para observar la presencia de actividad antifungica en los extractos
y fracciones del fraccionamiento inicial del extracto de inflorescencias contra F. oxysporum
f. sp. passiflorae. Para realizar el ensayo, se prepard una suspension de esporas a una
concentracion de 1x10° UFC/mL sobre un caldo nutritivo. El caldo nutritivo se prepard
mediante una solucién stock que contenia 7 g de KH2PO,, 3 g de Na;HPO4.2H-0, 4 g
KNO3, 1 g MgS04.7H,0 y 1 g de NaCl por un litro de agua. La solucion fue esterilizada por
20 minutos en una autoclave a 120 °C. La suspension de esporas se prepard con 10 mL
de solucién de glucosa al 30 % en agua por cada 6 mL de caldo nutritivo.

Los extractos y las fracciones fueron aplicadas sobre cromatoplacas de silica gel 60 Fzss
de 0.20 mm de espesor (marca Merck), y eluidas con una mezcla de CHClz: MeOH (90:10)
y Hexano: AcOEt (80:20). Luego se dejaron secar los solventes a temperatura ambiente y
se realiz6 una aspersion directa sobre la placa con la suspension de esporas previamente
preparada. Finalmente se introdujo la placa en una atmosfera himeda y oscura a 25 °C
por 72 h. La actividad antifingica se determind por la presencia de zonas de inhibicion en
la placa, luego de revelar con el reactivo Metil tiazolil tetrazolio MTT."®.

Se evalué la actividad antifingica preliminar contra F. oxysporum sp passiflorae de los
extractos etandlicos por el ensayo de bioautografia. Los cuatros extractos presentaron
zonas de inhibicién que indican actividad antifiingica, siendo el extracto de inflorescencia
el extracto que presento mayor nimero de zonas.

El extracto para el estudio fitoquimico fue el extracto de inflorescencias, debido que
presenta mayor cantidad de compuestos, que se evidencia en la comparacion de los
perfiles cromatograficos en CCD, HPLC-DAD-ELSD y LC/MS de los extractos obtenidos.
También por los perfiles obtenidos en el ensayo de bioautografia contra el hongo
fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

Las 7 fracciones obtenidas en el primer fraccionamiento del extracto de inflorescencias
también fueron evaluadas por este método, donde las fracciones 2 a 6 fueron las que
presentaron actividad antifangica contra el hongo de estudio.

1.3.1.6 Fraccionamiento y purificacion de metabolitos secundarios
presentes en el extracto de inflorescencias de P cf. cumanense.

El extracto etandlico de inflorescencias (200 g) fue sometido a extraccion liquido-solido con
hexano, y del sobrenadante se obtuvo por sucesivas recristalizaciones con el mismo
disolvente un sélido cristalino de forma de agujas de color amarillo claro correspondiente
al acido (2’E) cumenico N1 (5 g).

El residuo de la extraccion (170 g) fue fracciondé por CLV eluyendo con mezcla de
Hex:AcOEt en polaridad creciente (90:10 a 0:100), obteniéndose 7 fracciones
denominadas 1F (2 g), 2F (72 g), 3F (39), 4F (59), 5F (2 g), 6F (24 g), y 7F (52 g). Estas



16 Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae

fracciones fueron sometidas a un ensayo de actividad antifingica contra hongo
fitopatdbgeno Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. por medio de bioautografia directa,
dando como resultado que las fracciones activas contra este fitopatogeno eran las
fracciones 2F a 6F.

La fraccion 2F (30 g) fue fraccionada mediante CF eluyendo con una mezcla de Hex:AcOEt
en polaridad creciente (95:5 a 60:40), obteniéndose 5 fracciones (2-1 a 2-5). De la fraccién
2-2 (11,8 g) utilizando CF repetitivas eluyendo con Hex-AcOEt (80:20) y CHCIl;-MeOH
(90:10) se obtuvo el compuesto acido (2’E) cumenico N1 (5,5 g). Las fracciones 2-3y 2-4
se reunieron (5 g) y usando CF sucesivas eluyendo con CHCls-acetona (99:1) y luego con
Hex-AcOEt (60:40) se obtuvo un sdlido cristalino de color amarillo brillante denominado
acido (2'Z) cumenico N2 (87 mg) y un aceite de color amarillo oscuro que corresponde al
acido gaudichaudianico N3 (126 mg). Finalmente, de la fraccion 2-5 se obtuvo un sélido
amarillo oscuro que corresponde a oxido de cariofileno N4 (20 mg) utilizando CF eluyendo
con Hex-AcOEt (80:20).

La fraccion 3F fue sometida a CF eluyendo con CHCls-acetona (90:10) obteniendo 4
fracciones 3-1 a 3-4, la fraccion 3-1 correspondié al compuesto acido (2°Z) cumenico N2
(33 mg) y en la fraccion 3-4 se obtuvo un sélido blanco que correspondiente a la mezcla
denominada M1, compuesta por campesterol N5, estigmasterol N6 y B-sitosterol N7 (880

mgq).

La fraccién 4F se purifico mediante sucesivas CF eluyendo con Hex-AcOEt (80:20) dando
8 fracciones, la fraccién 4-6 se purifico mediante CF eluyendo con Hex-CHCl;-MeOH 2:2:1
y se obtuvo solido de cristales transparentes correspondiente al acido 4-metoxi-3-(3’-metil-
2’-butenil)benzoico N8 (40 mg).

La fraccion 5F se purifico por sucesivas CF eluyendo con Hex-AcOEt 70:30 y Hex-CHCls-
MeOH 40:40:20 para dar 61 mg del Acido (2S)-2-metil-2-(4’ -metil-pent-3’-enil-8-(3”-metil-
but-2”-enil)-)-4-oxo-cromano-6-carboxilico N9 de aspecto aceitoso color amarillo claro.

La fraccion 6F fue sometida mediante sucesivas CF eluyendo con Hex: CHCls: AcOEt
(20:60:20) y CHCls-acetona (90:10) obteniendo un sdlido blanco correspondiente al
compuesto 4cido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico N10 (15 mg). Figura 1-2 se
presenta el esquema general seguido para la purificacion de los compuestos aislados.
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Figura 1-2 Esquema general de fraccionamiento y purificacion de metabolitos secundarios

presentes en las inflorescencias de Piper cf.cumanense Kunth
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1.4 Resultados y discusion de resultados

1.4.1 Estudio fitoquimico realizado en inflorescencias de P. cf
cumanense Kunth.

Mediante el estudio fitoquimico se fracciono y se purificé algunos metabolitos secundarios
presentes en el extracto de inflorescencias de P. cf cumanense Kunth, se logré el
aislamiento e identificacion de tres derivados de &cido benzoico abiertos, acido (2’E)
cumenico N1, acido (2’Z) cumenico N2 y acido 4-metoxi-3-(3’-metil-2’-butenil)benzoico N8,
2 cromenos acido gaudichaudianico N3 y acido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico N10,
una cromona (acido (2S)-2-metil-2-(4’-metil-pent-3’-enil-8-(3”-metil-but-2”-enil)-)-4-oxo-
cromano-6-carboxilico N9), un sesquiterpeno (oxido de cariofileno N4), una mezcla de
esteroles denominada M1 (campesterol N5, estigmasterol N6 y [B-sitosterol N7). La mezcla
fue analizada por CG-EM, los compuestos fueron elucidados por métodos
espectroscopicos y por comparacion con los datos descritos en la literatura. En la Figura
1-3 se muestran las estructuras de los compuestos aislados de las inflorescencias de Piper
cf. cumanense Kunth.

De los metabolitos aislados e identificados, el compuesto tipo cromona N9 no presenta
reportes en la literatura, siendo este el primer reporte sobre la presencia de este compuesto
en el género Piper y en la familia Piperacea.

Para compuesto acido 4-metoxi-3-(3’-metil-2’-butenil)benzoico N8, también, es el primer
reporte en este género y familia. Se reporta su aislamiento por primera vez en la especie
Wigandia urens perteneciente a la familia Boraginacea y fue evaluada su capacidad de
acoplarse al receptor CCR5, un receptor importante en la prevencién de la entrada del VIH-
1 en las células .

Los compuestos acido (2’E) cumenico N1, oxido de cariofileno y mezcla de esteroles M1
(campesterol N5, estigmasterol N6 y 3-sitosterol N7, fueron reportados el aislamiento y la
determinacion de la actividad antifungica contra los hongos fitopatogenos Fusarium
oxysporum sp lycopersici y Botrytis cinérea, en el trabajo previo realizado en la maestria
sobre esta misma especie % %,

Los compuesto acido (2’E) cumenico N1 y acido (2'Z) cumenico N2 también, han sido
aislados de la especie P. gaudichaudianum Kunth y no poseen ningldn reporte de
evaluacion de actividad bioldgica .

El compuesto acido gaudichaudianico N3 se reporté el aislamiento en las especies P.
gaudichaudianum Kunth y P. chimonantifolium y la determinacién de la actividad
antifingica contra C. cladosporioides y C. sphaerospermum 73 &,

El compuesto éacido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico N10, conocido como Acido
anofinico, han sido reportado previamente en la especie P. aduncum y se le ha
determinado la actividad antifungica contra Cladosporium cladosporioides y C.
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sphaerospermum . También, se ha aislado de otras especies, como en la especie Euodia
lepta (Rutaceae)®’ y del hongo Pestalotiopsis sp. %, pero no en esta especie.

La mayoria de los compuestos reportados en este estudio fitoquimico son derivados
prenilados de acido benzoico, esta clase de metabolitos son muy caracteristicos en el
género Piper y tienen una gran importancia quimiotaxondémica, ya que estan ampliamente
distribuidos en todo el género, pero no en la familia Piperacea. Por ejemplo, los derivados
prenilados de acido benzoico ciclicos aislados del género Piper poseen un patrén de
ubicaciébn de los sustituyentes diferente a los compuestos asilados del género
Peperomia.®®.

N6

N7

HO

HO

HO N

O
N10

Figura 1-3 compuestos aislados de las inflorescencias de Piper cf. cumanense Kunth.
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1.4.2 Elucidacion estructural de los compuestos N1y N2

El compuesto N1 estd presente en gran cantidad en el extracto de inflorescencias,
aproximadamente en un 5,25 %, incluso alcanza a cristalizar en el extracto seco y se pudo
aislar mediante extraccion sélido- liquido y sucesivas recristalizaciones con hexano,
cristaliza en forma de agujas de color amarillo claro, en cambio su isémero geométrico N2,
estd presente en menor cantidad, cristaliza en forma de cubos con un color amarillo
brillante, como se muestra en la Figura 1-4. En el proceso de purificacion fueron aislados
en la misma fraccién, en CCD al revelar con anisaldehido, se ven dos manchas de color
azul intenso. Sus puntos de fusién son 113 y 132 °C, respectivamente.

Figura 1-4 fotos de los compuestos N1y N2

Por el andlisis de EMAR la formula molecular fue establecida como CzHz04 (M/z:
355,1916 [M-H] (calcd. para C22H2704 355.1909)) para los compuestos N1 y N2, con este
andlisis se determind que los compuestos N1 y N2 son isémeros. La elucidacion del
compuesto N1 fue discutida en Parra 2013, dando como resultado Acido (2’E)-3-(3’,7-
dimetil-1’-oxoocta-2’,6’-dienil)-4-hidroxi-5-(3”-metilbut-2”-enil)benzoico o (acido (2’E)
cumenico N1) Y el compuesto N2 fue elucidado como Acido (2'Z)-3-(3',7’-dimetil-1’-
oxoocta-2’,6’-dienil)-4-hidroxi-5-(3”-metilbut-2”-enil)benzoico o (4cido (2'Z) cumenico N2)
en el estudio realizado por Gaia 2014. *6,

1.4.3 Elucidacion estructural del compuesto N9

El compuesto N9 fue obtenido como un aceite de color amarillo claro, presenta una
coloracién negra al revelar con I, un color azul oscuro con p-anisaldehido-acido sulfurico.
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El espectro de IR se caracteriza por presentar bandas que indican grupo la presencia de
un grupo hidroxilo (3394 cm-1, banda de estiramiento O-H y en 1250, 1231 cm™ sefiales
por tensién C-O), y de grupos carbonilicos (sefiales intensas en 1689 y 1635 cm,
caracteristicas de tensibn C=0) que por sus frecuencias pueden corresponder
posiblemente a carbonilos para cetona y acido carboxilico respectivamente.1,

El espectro de RMN H (Figura 1-5), presenta sefiales para un total 27 protones en el rango
de & 1,0 a 9,0. En la region aromatica se observa la presencia de dos sefiales en & 8,51
(d, J=2,2 Hz, 1H) y 8,04 (d, J= 2,2 Hz, 1H) que por sus desplazamientos, multiplicidades
y constantes de acoplamiento corresponden a dos protones aromaticos en posicion meta
lo que sugieren un anillo aromatico tetra sustituido.
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Figura 1-5 Espectro RMN*H para el compuesto N9 (CDCls, 400 MHz).

Adicionalmente, se observa dos sefiales para protones vinilicos en en & 5,28 (t, J=7,0 Hz,
1H) y 5,07 (t, J=7,0 Hz, 1H), que junto con las sefales en la region alifatica con & 3,50 (d,
J=7,3 Hz, 2H), 2,23 (m, 2H); 1,81 (m, 2H), 1,76 (s, 3H); 1,73 (s, 3H), 1,57 (s, 3H) y 1,66 (s,
3H) ), sugieren la presencia varios sustituyentes de tipo prenilo caracteristicos en algunos
compuestos aislados en el género Piper . En la regién alifatica también se destacan dos
sefiales con & 2,70 (d, J= 16,4 Hz, 1H) y 6 2,85 (d, J= 16,4 Hz, 1H) que corresponden a
dos protones diastereotépicos en disposicion geminal y que por su desplazamiento suele
corresponder a un grupo metileno en posiciéon a a un grupo carbonilo, caracteristicos de
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muchos compuestos aislados en el género Piper con cadena prenilada se encuentra
oxigenada®0-102,

De andlisis del experimento espectros APT (Figura 1-6), se observa en total 22 sefiales de
carbonos para el compuesto de las cuales nueve corresponden a carbonos cuaternarios
con 192,2 (C), 171,5 (C), 161,7(C), 133,9 (C), 132,7 (C), 131,9 (C), 121,5(C) 1199 (C) y
82,2 ppm (C), cuatro sefales son tipo metino con 136,7 (CH), 127,8 (CH), 123,2 (CH) y
121,2 ppm (CH), cuatro sefiales son debidas a carbonos metilenos con 28,5 (CH>), 47,2
(CHy), 22,4 (CH>), 39,6 ppm (CH>) y cinco corresponden a carbonos metilos con 25,9 (CHs),
25,8 (CHs3), 24,1 (CHs), 18,0 (CH3) y 17,7 ppm (CHs).
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Figura 1-6 Espectro ATP para el compuesto N9 (CDClz, 100 MHz).

Las sefiales con & 192,2 (C), 171,5 (C), por su desplazamiento son caracteristicos de
carbonos carbonilicos de tipo cetona y de acido carboxilico, respectivamente®, lo cual esta
de acuerdo a lo observado en el espectro IR. Las sefiales con & 161,7 (C), 136,7 (CH),
133,9 (C), 127,8 (CH), 121,5 (C) y 119,9 (C), confirman la presencia de un anillo aromatico
tetrasustituidos y ademas y ademas por la sefial con & 161,7 sugiere la presencia de un
sustituyente oxigenado sobre el anillo 13,

Las sefiales con & 17,7 (CHs), 18,0 (CHs), 22,4 (CH>), 25,8 (CHs), 25,9 (CH3), 28,5 (CH>),
39,6 (CH), 121,2 (CH), 123,2 (CH), 131,9 (C) y 132,7 (C) confirman lo observado en RMN
'H de la presencia de dos sustituyentes tipo prenilo en el compuesto N9 %104,
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Con el espectro HMQC, se establecieron las conectividades de cada uno de los hidrégenos
a sus respectivos carbonos las cuales se ilustran en la Figura 1-7. Por ejemplo, en el
espectro se destacan las conectividades del protén &4 8,51 (d, J= 2,2 Hz, 1H) con el
carbono en &¢ 136,7 (CH), del protén 8,04 (d, J= 2,2 Hz, 1H) con el carbono en 6¢ 127,8
(CH). Los protones olefinicos con desplazamientos en oy 5,28 (t, J=7,0 Hz, 1H), 5,07 (t,
J=7,0 Hz, 1H) con los carbonos en &¢ 121,1 (CH) y 123,2 (CH).
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Figura 1-7 Espectro HMQC para el compuesto N9 (CDCls, 400 MHz)

Adicionalmente se observa que las sefiales con &4 2,70 (d, J= 7,3 Hz, 1H)y 2,85 (d, J=7,3
Hz, 1H) presentan conectividad con el carbono en &¢ 25,9 ppm (CH), lo que confirma lo
observado en H sobre la presencia de un grupo metileno con protones diastereotépicos.

El espectro COSY 'H-'H permitié6 determinar correlaciones escalares presentes entre los
protones, en la Figura 1-8 se presentan las correlaciones existentes entre las sefiales de
hidrogeno, donde la del protén en &4 8,51 (d, J= 2,2 Hz, 1H) con la sefial del proton &4 8,04
(d, J= 2,2 Hz, 1H). La sefal del protdn vinilico &4 5,28 (t, J=7,0 Hz, 1H) correlacionan con
la sefial un metileno &y 3.35 (d, J= 7.3 Hz, 2H) y el otro protdn vinilico 5,07 (t, J=7,0 Hz,
1H) correlaciona con la sefial un metileno dy 2.23 - 2.06 (m, 2H).
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Figura 1-8 Espectro COSY!H-!H para el compuesto N9 (CDCls, 400 MHz).

Mediante el experimento de HMBC se realiz6 la ubicacion de los sustituyentes,
confirmacion de los fragmentos propuestos y la asignacion de los carbonos cuaternarios.
De esta forma, el grupo carboxilico se ubicé como sustituyente del anillo aroméatico, de
acuerdo a las correlaciones observadas de la sefal del carbono carbonilico con 171,5 ppm
con las sefales de los protones aromaticos en & 8,04 (H7) y & 8,51(H5).

La posicién del grupo prenilo en el carbono 133,9 ppm (C8) el anillo aromatico del nlcleo
benzopirano, se determiné mediante las correlaciones a tres enlaces entre el proton en &
8,04 (H7) con el carbono del grupo metileno 28,4 ppm (C1”) y los protones en & 3,35 (H1”)
de este grupo metileno, con el carbono de tipo aromético oxigenado en 161,7 ppm (C8a).
El otro segmento del grupo prenilo oxigenado se ubicé sobre el ciclo pirano del nucleo
benzopirano, el carbono 82,2 ppm (C2), debido a las correlaciones a tres enlaces de los
protones & 2,23 (H2”) con este carbono cuaternario, también por la correlacién a tres
enlaces de los protones 6 1,81 (H1”) con el carbono 47,2 ppm (C-3).
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Las sefiales de los protones geminales en 6 2,70y & 2,85 (H3) correlacionan a tres enlaces

con el carbono en 24,1 ppm (C9) y el carbono del segmento de prenilo en 39,1 ppm (C1”),

confirmando la posicion de estos sustituyentes. A dos enlaces correlaciona con el carbono

carbonilo tipo cetona en 192,0 ppm (C4), este carbono también presenta correlacion a tres

enlaces por el protdon aromético en & 8,51 (H5). Algunas correlaciones observadas en el

espectro HMBC se muestran en la Figura 1-9.
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Figura 1-9 Espectro HMBC para el compuesto N9 (CDClsz, 400 MHz).

De esta forma se realizé la elucidacion del compuesto N9 y muchos de los
desplazamientos de fragmentos caracteristicos de cromonas se corroboraron por
comparacion con los datos reportados para compuestos con estructura similar aislados en
especies del género Piper como P.aduncum y P. gaudichaudianum 73 96102, 105106 pgyr g|
andlisis de EMAR la formula molecular del compuesto N9 fue establecida como Cz2H2504
(m/z: 357,2058 [M+H] (calcd. para C2:H2504 356.1988) y es consistente con el resultado
del analisis espectroscépico realizado.
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La rotacion 6ptica determinada fue de [0]?®5 +13.63° (¢ 0.1 CHCIs), y por comparacién con
los datos reportados en la literatura para enantiomeros de compuestos similares 12,
sugieren la configuracion S en el C2 del compuesto N9 permitiendo la identificacion del
compuesto como el Acido (2S)-2-metil-2-(4’-metil-pent-3’-enil-8-(3”-metil-but-2"-enil)-)-4-
oxo-cromano-6-carboxilico el cual fue denominado &cido oxocumenico (Figura 1-10) y para
el que no se han encontrado reportes en la literatura. Los compuestos tipo derivados
prenilados de &cido benzoico son caracteristicos en el genero Piper, pero hay pocos
reportes de este tipo de compuestos con un grupo carbonilo.

Figura 1-10 Estructura del acido oxocumenico N9

1.4.4 Determinacion de la presencia de los compuestos aislados
en los extractos provenientes de otros 6rganos de Piper
cumanense.

La derreplicacién de los compuestos previamente aislados del extracto de inflorescencias
de P. cumanense en los extractos de inflorescencias, hojas, tallos y raices, permitié
determinar la presencia 0 ausencia de estos compuestos. Los extractos fueron analizados
por los detectores de DAD, detector Light scattering y Q-TOF. Los cromatogramas
obtenidos para los extractos y compuestos muestran una similitud entre los tres detectores
utilizados. En la Figura 1-11 A y B se muestra como ejemplo, los cromatogramas de
extracto de hojas obtenido por los tres detectores.

Al comparar los perfiles cromatogréaficos de los extractos de inflorescencias, hojas, tallos y
raices de P. cumanense, (Anexos 1-7) se observa que son muy similares, siendo el
proveniente del extracto de inflorescencia el que presenta mas complejidad en relacion a
la cantidad de picos que se observan, en donde por su identidad sobresales las sefiales
correspondientes a los constituyentes mayoritarios 1%’
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Figura 1-11 (A): Cromatograma del extracto de hojas, obtenido por los detectores DAD y
ELSD, (en negro UV 254 nm y en azul Light scattering). (B) Cromatograma del extracto de
hojas obtenido por LC-MS.

En la Figura 1-12 se hace la comparacion del perfil cromatografico del extracto de
inflorescencias de P. cumanense con el perfil de cada uno de los compuestos aislados e
identificados en el estudio fitoquimico realizado sobre esta especie y descrito en este
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mismo capitulo. De esta forma por comparacién de los tiempos de retencién, espectros UV
y de sus espectros de masas fue posible caracterizar quimicamente la mayoria de las
sefiales observadas en el perfil cromatografico del extracto de inflorescencias de la
identidad a los tiempos de retencion de los compuestos presentes en el extracto de
inflorescencias de P. cumanense. (En los Anexos 1-7 se muestran los perfiles y espectros
de masa obtenidos para los extractos y compuestos mayoritarios aislados). En el perfil
cromatogréfico se observa que eluye a 11 min el compuesto, 4cido 4-metoxi-3-(3’-metil-2’-
butenil)-benzoico N8, a 19 min acido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico N11,a 31 min
acido (2S)-2-metil-2-(4’-metil-pent-3’-enil-8-(3”-metil-but-2"-enil)-)-4-oxo-cromano-6-
carboxilico N9, a 37,8 min acido gaudichaudianico N3, a 43,9 min los compuestos acido
benzoico (4cido (2’E) cumenico N1y &acido (2'Z) cumenico N2, 46 min oxido de cariofileno
N4 y a los 62 min M1 la mezcla de los esteroles.
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Figura 1-12 Perfiles cromatogréaficos del extracto de inflorescencias y los compuestos
mayoritarios, identificados por comparacion de tiempo de retencién, espectros UV y de
masas.

Una vez caracterizado quimicamente el perfil cromatografico de inflorescencias
posteriormente se realizé una comparacion con los perfiles cromatogréaficos provenientes
de otros érganos de la especie objeto de estudio. Los resultados de esta comparacion se
resumen en la tabla 1-2, de donde se deduce que en el extracto de hojas estan presentes
los compuesto N3, N4, M1, N8 y N10, del extracto de tallos los compuestos N1, N2, N3,
N8 y N10 y del extracto de raices los compuestos N3, N8 y N10.

En los perfiles de hojas, tallo e inflorescencias se observa la presencia de un compuesto
con un tiempo de retencion de aproximado de 29 min, este compuesto no se logré
identificar, presenta un espectro de UV similar a los compuestos derivados de &cido
benzoico N1 y N2 y su espectro de masa indica una m/z de 355,1921, la identificacion de
este compuesto puede ser de interés para futuras investigaciones.

Tabla 1-2 Comparacion de la presencia de compuestos aislados en los diferentes extractos
de P. cumanense, indicando los tiempos de retencién por las dos metodologias y los
valores de m/z de cada compuesto aislado del extracto de inflorescencias.

HPLC
DAD- LCMS Extractos
Compuesto | ELSD

t (min) |t (min) | [M-H] m/z |Inflorescencias |Hojas | Tallos | Raices
N1 43,9 | 43,3 | 355,1995 v X v X
N2 43,9 | 43,2 | 355,2132 v X v X
N3 37,8 | 38,6 | 339,2396 v v v v
N4 46 45,6 203,3598 v v X X
M1 62 ND ND v v X X
N8 11 12,1 | 219,1078 v v v v
N9 31 31 355,1901 v X X X
N10 19 ND ND v v v v
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1.5 Conclusiones

El trabajo fitoquimico desarrollado al extracto de inflorescencias permitié el aislamiento e
identificacion de cuatro derivados de acido benzoico, (dos cromenos) tres esteroles y un
sesquiterpeno, siendo este el primer reporte de una nueva cromona denominada 4cido
oxocumenico N9, el primer reporte de N8 reportado en la familia Piperaceae y en el género
Piper y de la presencia de tres de ellos reportados por primera vez en la especie. El
presente trabajo contribuye a las investigaciones en fitoquimica de especies del género
Piper presente en Colombia, mediante el aislamiento e identificacion de metabolitos,
mediante diferentes técnicas cromatogréficas y espectroscoépicas, presentes en el extracto
de inflorescencias de Piper cf. cumanense Kunth.

Por comparacién de los perfiles obtenidos por HPLC y LC de los compuestos puros y los
extractos se encontr6 que el extracto de inflorescencias presenta mayor ndmero de
compuestos, seguido del extracto de hojas, madera y de ultimas el de raiz. El extracto de
hojas no presenta los compuestos tipo derivados de acido benzoico N1, N2 y la cromona
N9, el extracto de raiz no presenta N1, N2, N4, N9 y M1. Por ultimo, el extracto de tallos
no presenta N4, N5, N6, N7 y N9.
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1.6 Anexos fitoguimica

Datos espectroscopicos y constantes fisica de los compuestos aislados representativos.
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1. Datos espectroscépicos y constantes fisica de los compuestos del compuesto N1.

Acido (2’E) cumenico. Acido (2’E)-
Nombre 3-(3',7’-dimetil-1’-oxoocta-2',6'-
dienil)-4-hidroxi-5-(3”-metilbut-2"-
enil)benzoico
Estado Fisico: Cristales agujas amarillos claro
Formula
Molecular CazHzs04
Peso 356,45 g/mol
Punto de 112-113°C
fusion
HRESIMS
(Modo negativo) m/z: 355.1916 [M-
Datos EMAR H] calcd. para C22H2704
355.1909)

IR: v=2924, 1689, 1635, 1442, 1280, 1242, 845 cm*

RMN H (400 MHz, CDCls) & 13.81 (s, 1H), 8.47 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 2.0 Hz, 1H),
6.85 (s, 1H), 5.34 (M, 2H), 5.14 (m, 1H), 3.39 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 2.33 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 2.29
(m, 2H), 2.23 (d, J = 1.0 Hz, 3H) ,1.77 (s, 3H), 1.73 (s, 6H), 1.65 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): 5 196.2, 171.9, 166.0, 163.0, 136.0, 134.0, 133.0, 131.5, 130.9,
122.8,120.9,119.5, 119.1, 118.8, 41.8, 27.6, 26.2, 25.8, 25.8, 20.3, 17.8, 17.7.

Bibliografia: Parra, J. E., et al. (2013). "A new benzoic acid derivative isolated from Piper cf.
cumanense Kunth (Piperaceae)." Phytochemistry Letters 6(4): 590-592.

Posicion  RMN'H RMN ™ C HMBC Posicion RMN'H  RMN®C HMBC
1 118.8 (C) 5 229(m,2H) 262(CHy)  CT'
8.47(d, 3= C6, C4, C7, . o
2 Soranly  1309(CH) <t 6 514 (m, 1H) 122.8(CH) C8,C9
3 1315 (C) 7 133.0 (C)
4 166.0 (C) g 173(s,3H) 258(CH;)  C6
5 1195 (C) 9 165(s,3H) 17.7(CH)  CT'
8.03(d, 3= c1, c2, ‘ 2.23(d,J= o
6 oy 13s0(CH) o & 10 sy 203(cHy cacac2
. 3.39(d, J= c2", c5,
7 171.9(C) 1 oy e G
1 196.2 (C) 2 5.34 (m, 2H) 1209 (CH) C4", C5"
. ca, C10, .
2 685,14 1191cH) LG 3 134.0 (C)
3 163.0 (C) 4 177(s,3H) 258(CH)  C3"
. 2.23(d, 3= o .
4 22 H(Z' o 41.8(CH)  C3,C6 5 1.73 (s, 3H)  17.8 (CHy)
13.81 (s, 1H) c1, C3, ca
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2. Espectros de RMN H (CDCls;, 400 MHz) y RMN *3C (CDCl;, 100 MHz) y del
compuesto N1.
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3. Datos espectroscopicos y constantes fisica de los compuestos del compuesto N2.

Acido 2-(Z) cumenico. Acido-3-
Nombre _ (3?,7’-dir_neti|—.1 ’-oxo-octa}—Z’,G’—
dienil)-4-hidroxi-5-(3”-metil-2”-but-
2”-enil) benzoico
Estado Fisico: Cristales amarillos
Formula Molecular C22H2504
Peso 356,45 g/mol
Punto de fusion 132-133 °C
HRESIMS
Modo negativo) m/z: 355.1916
Datos EMAR ( [M-H] (cgalcd. z)ara Ca2H2704
355.1909)

IR: v= 2924, 1689, 1635, 1442, 1280, 1242 cmL.

RMN H (400 MHz, CDCls) & 13.81 (s, 1H), 8.47 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 2.0 Hz, 1H),
6.85 (s, 1H), 5.34 (M, 2H), 5.14 (m, 1H), 3.39 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 2.33 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 2.29
(m, 2H), 2.23 (d, J = 1.0 Hz, 3H) ,1.77 (s, 3H), 1.73 (s, 6H), 1.65 (s, 3H).

RMN *3C (100 MHz, CDCls): & 196.2, 171.9, 166.0, 163.0, 136.0, 134.0, 133.0, 131.5, 130.9,
122.8,120.9,119.5, 119.1, 118.8, 41.8, 27.6, 26.2, 25.8, 25.8, 20.3, 17.8, 17.7.

Bibliografia: Parra, J. E., et al. (2013). "A new benzoic acid derivative isolated from Piper cf.
cumanense Kunth (Piperaceae)." Phytochemistry Letters 6(4): 590-592.

Posicion  RMNH RMN = C HMBC  Posicion RMN'H RMNC HMBC
. 224(q 3= e
1 118.9 (C) s 220Ny 2roH)  c3.cecT
5.15 (t
8.47(d,1=19 Cs, C4, . SIS .
2 ot (ETRNCT st 6 J—7ila)Hz, 123.6 (CH) c8, co
3 1317 (C) 7 132.8 (C)
4 166.2 (C) 8  164(s,3H) 258(CH;)  C6,CT,CQ
1196 (C) 9  164(s,3H) 17.8(CH;)  C6,CT,C8
8.03(d, J=13 c1", c2, ‘ s oo
6 A we2cH) Gy S 100 208(s,3H) 265(CH)  C4,C3,C2
. 340(d,J= c2", C5, C3",
7 1717 () 1 Sy 2T8(cH) ch s
. . 534t J= v e e
1 196.0 (C) 2 ooy 1maew croscs
2 684(s,1H)  1109(CH) % e 1342 (C)
3 163.4 (C) 4" 178(s,3H) 26.0(CHj)  C2" C3", C5"
4 2.68 (M, 2H) 39(CH) oS 5" 173(s,3H) 17.8(CHs  C2" C3" C4"
13.81 (s, ‘
o C1, C3, C4
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4. Espectros de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) y RMN 3C (CDCls, 100 MHz) y del

compuesto N2.
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5. Datos espectroscopicos y constantes fisica de los compuestos del compuesto N3.

Nombre

Acido Gaudichaudianico. Acido
(2S9)-2-Metil-2-(4'-metil-pent-3-
enil)-8-(3"-metil-but-2"-enil)-2H-1-
cromano-6-carboxilico

Estado Fisico:

Aceite de color amatrillo claro

Formula Molecular C22H2503
Peso 340,20 g/mol
HRESIMS
Datos EMAR (Modo negativo) m/z: 339.1906 [M-

H] (calcd. para C22H2703
339,1966)

Rotacion Optica

[a]?5p: +21.0 (c 0.10, CHCI3)

IR: v= 3460, 1626, 1471, 1435, 1315, 1273, 1242, 1224, 1143, 1070, 929, 883 cm™!

RMN *H (400 MHz, CDCls): &7.73 (s, 1H), 7.58 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 10.0 Hz, 1H),
5.58 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.28 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 5.10 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.31 (t, J = 11.3 Hz,
2H), 2.25 (m, 2H), 1.78 (m,2H), 1.73 (m, 6H), 1.67 (s, 3H), 1.56 (s, 3H), 1.41 (s, 3H).

RMN 3C (101 MHz, CDCls): 5 172.1, 155.8, 132.6, 131.8, 131.8, 129.5, 128.9, 126.7, 123.9,
122.7,122.0,121.2, 120.2, 80.0, 41.9, 28.3, 27.2, 25.8, 25.7, 22.8, 17.6.

Bibliografia:Lago, J. H. G., et al. (2004). "Benzoic Acid Derivatives from Piper Species and
Their Fungitoxic Activity against Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum."
Journal of Natural Products 67(11): 1783-1788.

Posicion RMN 'H RMN2C  HMBC | Posicion RMN H RMN®C  HMBC

2 80.0 (C) 1 1.78 (m, 2H) (éﬁf)’ c2

3 5'58H(Zd"13H=) 10.0 1(5:?4;5‘ C2, Cda 2 225-2.28(m, 2H) (élij &G
4 6'38H(Z",’1JH=) o 1(3_')7 CC% o 3 510 (m, 1H)  123.9 CH) 02'655"
4a 1202 (C) 4 131.8 (C)

s omeen mm e | e ge o
6 121.2 () 6 1.67 (s, 3H) (%SH:) C5'C'53"
;e W @ | . cwegm @ oo
8 128.9 (C) 2 5.28 (m,1H) (102§)0 01"6594",
8a 155.8 (C) 3" 1326 (C)

9 1.41 (s, 3H) (CZL'S C2,C3, 1’ 4" 1.73s (éaj cz"c,scfs",
10 172.1 (C) 5" 1.73s (clﬂ'ﬁ S
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6. Espectros de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) y RMN *C (CDCl;, 100 MHz) y del
compuesto N3.
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7. Datos espectroscopicos y constantes fisica de los compuestos del compuesto N8.

Nombre

Acido 4-metoxi-3-(3’-metil-2’-
butenil)benzoico

Estado Fisico:

Cristales transparentes

Formula Molecular C13H1603
Peso 220,26 g/mol
Punto de fusién 127-128 °C

Datos EMAR

HRESIMS (Modo negativo) m/z:
219.1020 (calcd. para C13H1s0s3,
219.1021, [M-H]).

IR: v= 3365, 2942, 2835, 1604, 1023

cm 1

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & 7.98 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.88 (d, J
= 8.6 Hz, 1H), 5.31 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.34 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 1.76 (s, 3H), 1.72

(s, 3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls): & 172.5 (C-7), 162.0 (C-4), 133.4 (C-3), 131.5 (C-2), 130.4 (C-6),
130.3 (C-3), 121.7 (C-2"), 121.4 (C-1), 109.7 (C-5), 55.7 (C-8), 28.5 (C-1), 25.9 (C-4'), 17.9 (C-

5.

Bibliografia: Cao, S., C. Rossant, S. Ng, A. D. Buss and M. S. Butler (2003). "Phenolic derivatives
from Wigandia urens with weak activity against the chemokine receptor CCR5." Phytochemistry

64(5):987-990.

Posicion RMN H RMN¥C  HMBC Posicion RMNH  RMNZC  HMBC
1 1214 (C) 8 301 (s3H) 557 (CHj)  C4
7,90 (d, J=1.9 ca, c6, . 3.34(d, J= c2, c2,
2 Hz, 1H)  BLS(CH) - o7 cp L 73Hz, 2H) 285 (CH) gy
. 531(tJ=7,3 C3, c4,
3 1303 (C) 2 oy 1216 cH) S
4 162,0 (C) 3 1334 (C)
6,88 (d, J = 8.6 , c2, c3,
5 oty 8 1097 (cH) c1.03,c4| 4 176 (s,3H) 259 (CH) C2uS
7,98 (dd, J = . c2, 3,
6 2 r satay 1304(CH) c2cact| s 172(s,3H)  17.9(CH) 2o
7 1725 (C)
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8. Espectros de RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) y RMN *C (CDCl;, 100 MHz) y del
compuesto N8.
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9. Datos espectroscopicos y constantes fisica de los compuestos del compuesto N9

Acido oxocumenico. Acido (2S)-2-
Nombre metil-2-(4’-metil-pent-3’-enil-8-(3”-
metil-but-2”-enil)-)-4-oxo-cromano-
6-carboxilico
Estado Fisico: Aceite de color amarillo claro
Formula Molecular C22H2804
Peso 356,45 g/mol
HRESIMS
(Modo positivo) m/z: 357.2058
Datos EMAR [M+H] (calcd. para Cz2H2704
NO 357.1909)
Rotacién 6ptica [a]?®p: +13.63 (c 0.10, CHCIs)
Punto de fusion 87 -89 °C

IR: v=2972,1698, 1651, 1435, 1315, 1273, 1242, 1224, 1143, 1070, 929, 883 cm*!

RMN H (400 MHz, CDCls): & 8.51 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.28 (t, J = 7.4
Hz, 1H), 5.07 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.35 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 2.85 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 2.70 (d, J =
16.4 Hz, 1H), 2.23 — 2.06 (m, 2H), 1.76 (s, 3H), 1.73 (s, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.44 (s,
3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): & 192.0, 171.5, 161.7, 136.7, 133.9, 132.7, 131.9, 127.8, 123.2,
121.5,121.2,119.9, 82.2, 47.2, 39.6, 28.4, 25.9, 25.7, 24.1, 22.4,18.0, 17.7.

Bibliografia: Parra, J. E., et al. (2013). "A new benzoic acid derivative isolated from Piper cf.
cumanense Kunth (Piperaceae)." Phytochemistry Letters 6(4): 590-592. Lago, J. H. G., et al.
(2004). "Benzoic Acid Derivatives from Piper Species and Their Fungitoxic Activity against
Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum.” Journal of Natural Products 67(11):
1783-1788.

Posicion RMN H RMN 3 C HMBC || Posicion ~ RMN H RMN 3 C HMBC
2 82.2 (C) 10 171.5 (C)
2.70(d,J= C2, C4, C9, , :
3 16.4 Hz, 1H) 47.2 (CHy) Caa, C1' 1 1.81(m, 2H)  39.6 (CHy) c2,C3
2.85(d,J= C2, C4, C9, : 2.23-2.06 C2,C1,C3,
e 16.4 Hz, 1H) St C4a, C1' 2 (m, 2H) 228 c4'
, 5.07 (t,J = o
4 192.0 (C) 3 70 Hz, 1H) 123.2CH)  C2,C5,C6
4a 119.9 (C) 4 131.9 (C)
8.51(d,J=2.2 C4, C7, , PR
5 Hz, 1H) 127.8 (CH) 10, C8a 5 157s 17.7(CHs)  C3',C4,C6
6 121.5 (C) 6
8.04 (d,J=2.0 C5, C10, . 3.35(d, J= C7, C8a, C2",
7 Hz, 1H) 136.7(CH)  cga c1” 1 7.3Hz, 2H) 284 (CH) ca"
. 5.28 (t, J= D O (e
8 133.9 (C) 2 7.4 Hz, 1H) 121.2 (CH) C1",C4",C5
8a 161.9 (C) 3" 132.7 (C)
9 1.44s 24.1(CHs) C2,C3,Cl' 4" 1.76 s 25.9 (CH;) C2", C3", C5"
5" 1.73s 18.0 (CH;) C2", C3", C4"
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10. Espectros de RMN !H (CDCl;, 400 MHz) y RMN 3C (CDCls;, 100

compuesto N9.
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11. Datos espectroscépicos y constantes fisica de los compuestos del compuesto N10

Acido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
Nombre -
0 carboxilico
5 4\ Estado Fisico: Solido
HO 11 9 Formula Molecular C12H1203
e 10 Peso 204,07 g/mol
1 Punto de fusion 155-157 °C
N10 HRESIMS
Datos EMAR (Modo negativo) m/z 203,0783 [M-
H] (calcd for C12H1203, 204.0786).
EM ES-MS m/z: 205 [M+1] (100)

IR: v=3300-2400 (br), 2975, 1674, 1575, 1446, 1412, 1299,1276, 1200, 1123, 954, 768 cm!

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.88 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.81 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.66 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 1.46 (s, 6H).

RMN *3C (100 MHz, CDCls): 5 172.1, 158.1, 132.0, 131.2, 128.9, 121.8, 121.7, 120.8, 116.5,
77.8,28.5

Bibliografia: Lago, J. H. G., Ramos, C. S., Casanova, D. C. C., Morandim, A. D. A., Bergamo, D.
C. B., Cavalheiro, A. J., & Kato, M. J. (2004). Benzoic Acid Derivatives from Piper Species and
Their Fungitoxic Activity against Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum. Journal
of Natural Products, 67(11), 1783-1788.

Smith, L. R., Mahoney, N., & Molyneux, R. J. (2003). Synthesis and Structure— Phytotoxicity
Relationships of Acetylenic Phenols and Chromene Metabolites, and Their Analogues, from the
Grapevine Pathogen Eutypa | ata. Journal of Natural Products, 66(2), 169-176.

Posicién RMN *H RMN 22 C HMBC Posicién RMN *H RMN 2 C HMBC
7.88 (dd, J =
2 77.8 (C) 7 8.5, 21Hz, 132.0(CH) C5,Cl1,C8a
1H)

5.66 (d, J=9.9 131.2 C2, C4, C9, 6.81(d, J=

[ee]

116.5 (CH) C6, C4a

Hz, 1H) (CH) Cc10 8.5 Hz, 1H)
6.36(d,J=99 1218  C2, C4a, C5,
& Hz, 1H) (CH) Csa 83 LS8 NE)
4a 120,8 (C) 9 1.46 (s) 285 4 c2,¢3, €10
(CHa)
775(d,1=21 1289 c4, 11, 285
5 e s o 10 1.46 (s) chy  cacacsce

6 121.7 (C) 11 172.1 (C)
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12. Espectros de RMN !H (CDCl;, 400 MHz) y RMN 3C (CDCl;, 100 MHz) y del
compuesto NO.
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1.7Anexos de cromatografia

13. Cromatogramas obtenidos por HPLC DAD a 254nm de los extractos etandlicos de

los diversos 6rganos de P. cumanense.
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14. Cromatograma obtenido por LC-MS para el extracto de inflorescencias

S
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15. Cromatograma obtenido por LC-MS para el extracto de tallos.

x10 & |-ESI TIC Scan Frag=175,0v PCM d

o
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16. Cromatograma obtenido por LC-MS para el extracto de raices
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17. Cromatograma obtenido por LC-MS y espectrometria de masa para el compuesto
N1
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x10 6 |-ESI Scan (43,313 min) Frag=175,0V C1.d
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18. Cromatograma obtenido por LC-MS y espectrometria de masa para el compuesto
N2
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19. Cromatograma obtenido por LC-MS y espectrometria de masa para el compuesto
N3
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20. Cromatograma obtenido por LC-MS y espectrometria de masa para el compuesto
N4
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21. Cromatograma obtenido por LC-MS y espectrometria de masa para el compuesto
N8
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22. Cromatograma obtenido por LC-MS y espectrometria de masa para el compuesto
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2. Sintesis de cromenos y analogos

2.1 Introduccidn

Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas producidas en las plantas por
diferentes vias metabdlicas y mediante procesos catalizados por enzimas. No son
esenciales para la supervivencia del organismo y son marcadores quimiotaxonémicos 2,
Algunos metabolitos secundarios se producen bajo condiciones especiales y extremas
tales como; ataques patégenos, depredadores, cambios ambientales, térmicos o
deficiencia de nutrientes. Se producen para proporcionar defensa quimica de las plantas
contra plagas y enfermedades, atraer especies polinizadoras, entre muchas otras
funciones. Estos compuestos generalmente son biosintetizados en pocas cantidades y por

organos especificos, lo que dificulta el estudio a mayor escala de los compuestos aislados.

Muchos de los metabolitos secundarios aislados de productos naturales han sido fuente
de inspiracién para la generacion de nuevos medicamentos o compuestos activos.
Mediante la sintesis organica de analogos y derivados, partiendo de metabolitos
secundarios como modelos o plantillas se realiza la busqueda y desarrollo de compuestos

con accién biolégica mas potente, especifica, de mayor estabilidad y de baja toxicidad 2.

Los compuestos tipo cromeno presentan diferentes e importantes actividades biol6gicas,
en la que se destaca la actividad antifingica contra hongos fitopatdgenos. Por esta razon,
es de interés obtener compuestos basados en la estructura bésica de los cromenos,
mediante la sintesis de analogos, para obtener diversos compuestos y respuestas frente a

la actividad antifangica, y asi proponer algunas relaciones estructura-actividad.

En este capitulo se realiza un aporte a las investigaciones sintéticas de cromenos y sus
analogos, mediante el desarrollo de una ruta de sintesis para la obtencién de diferentes

series de compuestos.
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2.2 Generalidades de cromenos

Los cromenos son compuestos organicos de estructuras ciclicas obtenidos de la fusion de
un anillo aroméatico y una pirona, también se conocen como benzopironas. A continuacion,
se presentan dos isémeros 2H-cromeno (2H-1-benzopirano) y 4H-cromeno (4H-1-
benzopirano) (Figura 2-1).

5 4
Oy O )
7 o~ 2 9] @]

8 1 2-H-cromeno 4-H-cromeno

Figura 2-1 Nucleo béasico de los cromenos e isbmeros

Los cromenos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y han sido aislados de
varios géneros pertenecientes a las familias Apiacae, Asteraceae, Leguminosae,
Fabaceae, Rutaceae y Piperaceae, entre otras. En la familia Piperaceae estan presentes
en especies de los géneros Piper y Peperomia, con actividades biol6gicas. +°

Son compuestos biol6égicamente interesantes, su estructura esta presente en numerosos
farmacos, tales como antimicrobianos, antivirales, antitumorales, anti-VIH, antifingicos,
también exhiben actividad en el sistema nervioso central (SNC) 5°.

El patron de sustitucion de los cromenos puede determinar sus diferentes efectos
biolégicos y/o el aumento o la disminucién de la actividad. Un ejemplo es el estudio de
diferentes analogos sintetizados de cromenos que mostraron cambios en actividades
antioxidantes, antivirales y antibacteriales *°. Por tanto, los cromenos pueden considerarse
estructuras privilegiadas, que se definen como "fragmento” molecular que proporciona
ligandos para diversos receptores” presentando diferentes actividades biolégicas!!*2.

Con base en estos modelos naturales, se han preparado compuestos relacionados con el
fin de mejorar y potencializar su actividad biolégica. Por ejemplo, a partir del nucleo 4-aril-
4H-cromeno 29 fue preparada una serie de compuestos derivados que son potentes
agentes inductores de apoptosis, tales compuestos poseen actividad de orientacion
vascular; de igual forma, se encontré que estos compuestos son desestabilizadores de
tubulina, también son activos en lineas celulares de cancer resistentes a los medicamentos
13, Se pueden usar como agentes Gnicos o en combinacién con otros farmacos contra el
cancer en varios tipos de tumores, por lo que brindan la posibilidad de desarrollar nuevos
agentes terapéuticos contra esta enfermedad Los cromenos sintéticos derivados 30 y 32
mostraron una actividad citotoxica mas alta en comparacién con otros compuestos
ensayados (colchicina como farmaco de referencia). En la Figura 2-2 se muestra el
esquema de los compuestos 4.
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Figura 2-2 Esquema de derivados de cromenos con actividad citotoxica.

Para la sintesis de 2H-cromenos existen diversas metodologias, ya que como fue
previamente establecido este nucleo heterociclico esta presente en productos naturales
biolégicamente activos, por esta razén se ha aumentado el interés en su sintesis °.

2.2.1 Antecedentes

La primera reaccion de sintesis de los compuestos tipo cromenos 37 fue realizada en el
afo 1982, partiendo de la sustitucion del salicilaldehido 35 con 2-nitroetenilbenceno 36, en
Figura 2-3 se muestra esta reaccion °.

NO,
(@) AN
x_NO, EtgN
Al,O4
OH
35 36 37

Figura 2-3 Primera reaccion de sintesis conocida para 2-H-cromenos

Estos compuestos se han sintetizado utilizando diferentes metodologias, a continuacion,
en la Tabla 2-1, se indican algunos ejemplos de sintesis de cromenos:

Tabla 2-1 Metodologias para obtener compuestos tipo cromeno.

Referencia Metodologia

15 Ciclacién intramolecular de intermediarios Wittig.

16 Reaccion asistida por microondas de salicilaldehido con enaminas
1 Reaccion Petasis catalitica de salicilaldehido.
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18-19

Cierre de anillo por metatesis de olefinas.

20-21

Reordenamiento Claisen de esteres fendlicos propargilo.

2 Cierre de anillo catalizada por Pd de fenoles con 2-isoprenilo.
z Cierre de anillo electrociclico de derivados vinil quinonas.
24 Reaccion de anulacién de Ylide.

25-26

Reacciones de Green Chemistry en medio acuoso

27

Reaccion de salicilaldehidos con dicetona en alcohol catalizada con
aminoacidos.

En la Figura 2-4 se indican algunas reacciones mencionadas en la Tabla 2-1. Estas
reacciones de sintesis comienzan con un anillo de benceno preformado y el anillo de pirano
se construye durante el curso de la sintesis.

0 3
T, BRK leenzlla mina G
H =+ 0
E'I:l':l: O MIF, G
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Figura 2-4 Reacciones para obtener el anillo cromeno.

L

2.3 Metodologia

2.3.1 Procedimientos generales

2.3.1.1 Cromatografia

Las separaciones cromatogréficas se realizaron por cromatografia Flash (CF) utilizando
silica gel 60 Merck (230-400 Mesh), el monitoreo de las reacciones y cromatografias en
columna se realizé por cromatografia en capa fina usando cromatoplacas de silica gel 60
Fasa Merck, usando reveladores como luz UV (254 y 365 nm) aspersion con agentes
reveladores, que se muestran a continuacion, seguido de calentamiento.

e La solucion basica de KMnO, se prepar6 utilizando Ko.CO3 (40 g) con KMnOg4 (6 g)
en agua (600 mL) y NaOH al 10% (5 mL).

e La solucion de vainillina se prepar6 en etanol al 95% (250 ml) con vainillina (15 g),
acido sulfarico concentrado (2,5 mL).

e El acido fosfomolibdico se prepar6 usando acido fosfomolibdico (15 g) en etanol
(250 mL).

e La solucion de anisaldehido se prepardé en etanol al 95% (250 mL) con p-
anisaldehido (15 g) y &cido acético (2,5 mL).

e La solucién de CAM se prepar6 en solucién de &cido sulfarico al 10% (400 mL)
con molibdato de amonio (10 g) y sulfato de amonio cérico (4 g).

2.3.1.2 Técnicas empleadas para la elucidacion estructural y
caracterizacion de los compuestos.

Los espectros de 'H y *C RMN junto con los experimentos APT, COSY, HMQC y HMBC
se registraron en un instrumento BRUKER a Advance Il HD Ascend 400 (400 MHz para
1H y 100 MHz para *3C, utilizando cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente, los
desplazamientos quimicos (8) estan expresados en partes por millon (ppm) referenciado a
TMS vy las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Los espectros infrarrojos (IR) se
obtuvieron en un THERMO NICOLET-NEXUS (FT-IR). Los espectros de masas (MS) se
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obtuvieron en GC/MS SHIMADZU-QP2105. La ionizacion se obtuvo por impacto
electrénico (El). Los espectros de masa de alta resolucion (EMAR) fueron tomados en un
espectrofotbmetro de masas AGILENT TECHNOLOGIES, Q-TOF GG520 LC/MS, por
ionizacion por electro spray (ESI).

2.3.1.3 Disolventes

Los disolventes utilizados se purificaron antes de su utilizacion por destilacion, se describe
a continuacion el método empleado 8.

El tetrahidrofurano (THF) y el éter dietilico se destilaron de sodio-benzofenona.

El etanol y el metanol se destilaron con CaO-Magnesio.

e La acetona se purifico por reflujo con KMnO4 y se mantuvo en tamices moleculares
de 4 A.

e El diclorometano, cloroformo, benceno, tolueno, aminas (trietilamina, piridina) se
trataron con hidruro de calcio.

e Tolueno, dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) se mantuvieron en

tamices moleculares preactivados de 4 A,

2.3.1.4 Procedimiento usual de reaccion.

Todas las reacciones sensibles al aire o0 al agua se llevaron a cabo bajo una atmdésfera de
nitrégeno con disolventes secos y recién destilados utilizando técnicas estandar de jeringa-
septa. Todo el material de vidrio correspondiente se sec6 cuidadosamente al vacio con
una pistola de calor sin llama.

Estos procedimientos fueron realizados en el laboratorio de Sintesis Orgénica Bio y
Organo-Catalisis LSOBOC de la Universidad de los Andes, Bogota Colombia.

2.3.2 Preparacion de compuestos

2.3.2.1 Analogos de cromenos

Se plantea una posible ruta de sintesis de una serie de analogos de compuestos tipo
cromeno, por introduccién de varios sustituyentes y por modificacion de los grupos
funcionales existentes en los precursores y compuestos. Un esquema que resume la
propuesta sintética para la sintesis de los citados analogos se muestra en la Figura 2-5. %
30, Con esta estrategia se logré obtener cromonas, cromanoles y cromenos.
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a. R1=H; b. R1=Br; c. R1=Cl; d. R1=COOH; e. R1=COOCHg3; f. R1=Fenilo; g. R1=NO,

Figura 2-5 Esquema sintético para obtener los analogos de cromenos.

23211 Procedimiento general para la obtencion de Slc-g. Reaccion de
acetilacion.

El respectivo p-fenol se disolvio (1,5 mmol) en diclorometano seco (6 mL), en un balén con
atmosfera inerte de nitrégeno. Luego se adiciono el cloruro de acetilo (1,5 mmol). Por
ultimo, se adiciono la piridina (0,75 mmol). La mezcla de reaccién se dej6é en agitacion
constante a temperatura de °0 a 25 °C hasta conversion completa. Al finalizar la reaccion
se adicionaron 5 mL de agua, se separo la fase organica, se lavé con agua (10 mL) HCI
10% (2x10 mL), NaOH 2 M (2x10mL) y agua (2x10 mL) y se sec6 con Na,SO, y se elimin6
el solvente a presion reducida. Los compuestos y los porcentajes de rendimientos
obtenidos fueron: S1c= 76%; S1d= 68%); Sle= 79%; S1f= 95% y S1g= 65%. 3.

Acetilacion
Cloruro de acetilo R1 Compuesto
R, Piridina R,
\©\ CH,Cl, \O\ j\ cl Sic
—_—

OH  o05°C4h 0 COOH S1d

ta.24h COOCH3 Sle

Slc-g Fenilo Sif

NO2 Sig

Figura 2-6 Procedimiento general para obtener Slc-g.

23.21.2 Procedimiento general para (S2c-g). Reaccion reordenamiento de

Fries.
Se adicion6 Sla-g (0,842 mmol) en un balén seco con atmosfera inerte de nitrégeno.
Luego se adiciond AICl; (1,685 mmol) se agitdé muy bien y se sometioé a calentamiento a
140 °C por 4 horas. Se dejo enfriar y se adiciond 5 mL de HCI 10% y se llevé a ebullicion
30 min para descomponer el AICI; sobrante. Cuando se observo conversion completa se
extrajo con DCM (3x20 mL), se separd y se extrajo con NaOH 5M (3x20 mL) se descartd
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la fase organica. La fase acuosa se neutralizé con HCI 10% y se extrajo con DCM (3X20
mL). Se secé con Na>SO,y se elimino el solvente a presion reducida. Los compuestos y
los porcentajes de rendimientos obtenidos fueron: S2c= 72%; S2d= 25%; S2e= 38%; S2f=
62% y S2g= No reaccion6.>!

Reordenamiento de Fries
o R1 Compuesto
Ry AICI3140°C 4 h Ry
o HCI 10% 30 min cl S2c
)k COOH s2d
0 OH
COOCH; S2e
Sla-g S2a-g Fenilo Saf
NO2 S2g
Figura 2-7 Procedimiento general para obtener S2c-g.
2.3.2.1.3 Procedimiento general para (S3a-g). Reaccidon de ciclacion.

En un balén seco con atmosfera inerte de nitrégeno, se disolvio S2c-g (1,0 mmol) en 10
mL de metanol, se adiciond acetona (1,55 mmol) y pirrolidina (1,0 mmol) se agité durante
toda la noche a temperatura ambiente. Al finalizar la reaccion se adicion6é agua al balén y
se llevd a pH 1 con HCI 10%, se extrajo con AcOEt (3x 20 mL) luego se adicion6 solucién
saturada de NaCl y se extrajo con 10 mL de AcOEt. Se sec6 con Na:SO, y se elimind el
solvente a presion reducida. Los compuestos y los porcentajes de rendimientos obtenidos
fueron: S3a= 72%; S3b= 98%; S3c= 80%; S3d= 70%; S3e=82%; S3f= 96% y S3g=73%.

32

Ciclacién
R Compuesto
0 Acetona
Metanol o H S3a
R4 Pirrolidina Ry Br s3b
o > Cl S3c
OH ta. 24 0 COOH s3d
S2a-g S3a-g COOCH3 S3e
Fenil S3f
NO2 S3g
Figura 2-8 Procedimiento general para obtener S3a-g.
23214 Procedimiento general para (S4a-f). Reaccion de reduccion.

En un balén seco con atmosfera inerte de nitrégeno. Se disolvié S3a-g (1,0 mmol) en 10
mL de metanol, se adicioné el Boro hidruro de sodio (3,0 mmol). En porciones, 1,0 mmol
cada hora, se agit6é a temperatura ambiente. Cuando se observé conversion completa, el
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solvente fue removido en vacio, se le adiciond 10 mL de agua fria y se extrajo con DCM
(3x25 mL), se le adicion6 agua fria y se extrajo con DCM. Se sec6 con Na,SO. y se elimind
el solvente a presion reducida. Los compuestos y los porcentajes de rendimientos

obtenidos fueron: S4a= 92%; S4b= 98%; S4c= 89%; S4d= 82%; S4e=85% y S4f= 93% *2.

Reduccién
o) OH R1 Compuesto
Ry NaBH, Ri H S4a
Metanol Br S4b
0 ta.6h 0 Cl S4c
COOH S4ad
S3a-f S4a-f
COOCHs3 Sde
Fenil S4f

Figura 2-9 Procedimiento general para obtener S4a-f.

2.3.2.15 Procedimiento general para (S5a-f). Reaccion de deshidratacion

En un balon seco con atmosfera inerte de nitrégeno, se disolvié S4a-f (1,0 mmol) en 10
mL de tolueno seco, se adiciono acido paratoluensulfonico PTSA (0,10 mmol). Se calenté
a 100 °C en reflujo y agitacion por 6 horas. Cuando se observo conversion completa, se le
neutralizé con 10 mL de solucién 10% de NaHCO3y se extrajo con AcOEt (3x25 mL), se
le adiciondé NaCl saturado y se extrajo con DMC, se sec6 con Na,SO, y se evapor6 el
solvente a presion reducida. Los compuestos y los porcentajes de rendimientos obtenidos
fueron: S5a= 93%; S5b= 96%; S5c= 89%; S5d= 83%; S5e=87% y S5f= 91%3!

Deshidratacion
R1 Compuesto
PTSA Ry XN H S5a
Tolueno m Br S5h
100°C 6 h @) Cl S5c
S4a-f Sha-f COOH S5d
COOCHz3 Sbe
Fenil S5f

Figura 2-10 Procedimiento general para obtener S5a-f.

2.3.2.1.6 Procedimiento para obtener (S2g y S2h) reaccién de nitracion.

En un bafo de hielo a 0 °C, se colocé un balén con atmosfera inerte, se le adiciono 25 mL
de &cido nitrico 16 M (0,4 mol), 5 mL de acido acético 17 M (85 mmol) y 136,5 mg de 2-
hidroxi acetofenona (S2a) (1,0 mmol). Se colocé en agitacion por 12 horas. Cuando se
observé conversion completa se neutralizé el pH con Na,CO3 10% y se extrajo con acetato
de etilo (3x25 mL), se le adicioné NaCl saturado y se reextrajo con AcOEt, se secd con
Na SO, y se elimind el solvente a presion reducida. Se purificé por cromatografia flash se
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utilizé con fase movil pentano, obteniéndose unos cristales de color blanco en una fraccion
y cristales amarillos en otra, cuyos datos espectroscépicos para ambos compuestos
coinciden con los descritos en la bibliografia para los mismos compuestos. Los compuestos
y los porcentajes de rendimientos obtenidos fueron: S2g= 45% y S2h=23% 33,

Nitracién
O 0) O
O,N
HNO3/CH3COOH N
OH 0°C12h oK OH
NO,
Figura 2-11 Procedimiento para obtener S2g y S2h.
2.3.2.1.7 Procedimiento para obtener (S6ay S6b) reaccién de adicion.

En un bafio de hielo seco y etanol a una temperatura de -78 °C, se coloca un balén con
atmosfera inerte de nitrégeno y se disolvié 176 mg del compuesto 2,2-dimetil benzopiran-
4-ona (S3a) (1.0 mmol) en THF (5 ml) luego, se le adicioné 0,7 mL de n-BuLi (1,4 M, 1,0
mmol) y se dejo reaccionar por 2 horas manteniendo la temperatura. Posteriormente se
adiciono el bromobutano (2.0 mmol) se mantuvo la temperatura por 4 horas y se dejé que
subiera a 4°C por 24 horas. Cuando termino la reaccion se le adicion6 10 mL de NH4CI
10% y se extrajo con AcOEt (3x25 mL), se le adicioné 10 mL de NaCl saturada y se
reextrajo con AcOEt, se sec6 con Na SO, y se eliminé el solvente a presion reducida. El
residuo obtenido se purificé por cromatografia flash se utilizé con fase mévil hexano,
obteniéndose dos productos, aceites de color naranja S6a y S6b con unos porcentajes de
rendimiento de 40,7 y 57,1% respectivamente. 3*

Adicion

O 1. nBuLi, THF O OH
78°C 2 h _
+
O OH o}
S3a S6a S6b

2. Bromobutano
t.a. 24h

Figura 2-12 Procedimiento para obtener (S6ay S6b).

2.3.2.1.8 Procedimiento para obtener (S7) reaccién de adicion.

En un bafio de hielo seco y etanol a una temperatura de -78 °C, se disolvié 238 mg de S5b
(2,0 mmol) en THF seco (6 mL), en un balén con atmosfera inerte, luego se le adicion6 0,7
mL (1,0 mmol) de sec-BuLi 1,4 M e inmediatamente, se adicioné el aldehido (citral) 151
mg (1,0 mmol). La mezcla de reaccién se dejé en agitacion constante durante 3 horas a -
78 °C, posteriormente se le adicion6 5 mL NH4Cl saturado, se deja en agitacion y a
temperatura ambiente por 24 horas. Hasta conversion completa, se extrajo con AcOEt
(3x25 mL), se le adiciona NaCl saturado y se reextrajo con AcOEt, se sec6 con Na:SO4 y
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se elimind el solvente a presidn reducida. Se obtuvo un aceite de color amarillo S7 con un
porcentaje de rendimientos de 41 % 3.

Adicion

sec-BulLi, THF
Cltral

Figura 2-13 Procedimiento para obtener (S7).

2.3.2.2 Analogos de derivados

Los compuestos derivados fueron obtenidos de los compuestos mayoritarios aislados de
la planta, teniendo en cuenta los grupos funcionales presentes, mediante reacciones
guimicas conocidas. Se probd la reaccion de ciclacién para obtener cromenos con cadenas
de isoprenos y la O-metilacién para general el éster de metilo en el compuesto N1.

23221 Procedimiento parala ciclacién de compuesto N1.

Se disolvié 356 mg de N1 (1,0 mmol) en solvente (ver condiciones en la Tabla 2-2) (6 mL),
en un balén seco con atmosfera inerte, luego se le adicion6 (0,1 mmol) del reactivo (segln
Tabla 2-2). Se dej6 en reflujo y en agitacion, (la temperatura del reflujo depende del
solvente) por 12 horas. Al terminar la reaccion se neutralizo la base con HCI 10% y se
extrajo con AcOEt (3x25 mL), se le adiciona NaCl saturado y se extrajo con AcOEt, se secé
con NaxSO, y se elimind el solvente a presion reducida. Se obtuvo un aceite de color
amarillo D1, el mayor porcentaje de rendimiento fue de 90 %. %

Ciclacién
@) 0
HO
NaOH 10% 0
ta.12 h
D1

Figura 2-14 Procedimiento para obtener (D1).

2.3.2.2.2 Procedimiento para O-metilacién de N1

Se disolvié el compuesto aislado N1 (0,56 mmol) en DFM (15 mL), en un balén seco con
atmosfera inerte, luego se le adicion6 (4,5 mmol) de bicarbonato de sodio, se dej6é en
agitacion por 30 min, posteriormente se le adicion6 yoduro de metilo (9 mmol). La mezcla
se dejo en agitacion y a temperatura ambiente por 24 horas. Se diluyé con AcOEt y se
neutralizo con HCI 10% y se extrajo con AcCOEt (3x25 mL), se le adiciona NaCl saturado y
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se reextrajo con AcOEt, se sec6 con Na,SO. y se elimind el solvente a presion reducida y
se obtuvo un aceite de color amarillo, con un porcentaje de rendimiento de D2= 72% 36,

O-metilacion

0 0
~o
DMF
NaHCO4
CHal D2 (72%)

Figura 2-15 Procedimiento para obtener D2.
2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Sintesis de analogos de cromenos

Compuestos naturales tipo cromeno aislados han presentado actividad antifungica contra
los hongos Fusarium oxysporum Yy Botritis cinérea, estos compuestos son una fuente
potencial de agentes antifingicos ® 37 por esta razén, se procedi6 a la obtencién de
diversos analogos estructurales por medio de reacciones conocidas, buscando asi
potenciar sus propiedades antifingicas y hacer algunos aportes preliminares de relacion
estructura-actividad.

Para obtener un amplio rango de estructuras andlogas tipo cromeno y posteriormente
determinar su actividad antifingica, se plante6 un esquema retrosintético. A continuacion,
en la Figura 2-16 se presenta dicho analisis retrosintético general que permitié establecer
la estrategia de sintesis de analogos de cromenos.

OH O O
Ry Ry R R
~ Deshidratacién \©\)j< Reduccién 1\©f‘j< Ciclacién !
—— —— e
(@) @) (@) OH
A-D A-3 A-4

A-1
Rearreglo R
de Fries 1 (o) Acetilacién Ry o
— )J\ — \©\ + )J\
o OH
A-5 A-6 A-7

Figura 2-16 Analisis retrosintético para la sintesis de analogos de cromenos.

Por medio de esta estrategia de sintesis se busca obtener inicialmente compuestos con
anillos benzopiranos similares a los presentes en los cromenos aislados en las especies
del género Piper A-1. Los compuestos A-1 se obtienen mediante la deshidratacion de los
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compuestos cromanoles A-2, sintetizados por la reaccion de reduccién de las cromanonas
A-3, que son el primer grupo de compuestos que se producen con las caracteristicas
estructurales de los benzopiranos, las cuales se sintetizaron por la reaccion de ciclacion
de compuestos tipo A-4. A su vez los compuestos A-4 se alcanzan mediante la reaccién
de reordenamiento de Fries de los compuestos A-5, sintetizados por la reaccion de
acetilacion de A-6 y cloruro de acetilo A-7.

2.4.2 Reacciones utilizadas.

2.4.2.1 Reaccion de acetilacion

El primer paso de la ruta sintética es la reaccion de acetilacion de fenoles para sustituidos
usando cloruro de acetilo en medio bésico, obteniendo 5 compuestos fenilacetato
denominados Slc-g, la Figura 2-17 muestra el esquema de la reaccion y los porcentajes

de rendimientos.
(@]
J\ Sic (76%)
@]

O

HO 0
L s1d (68%)
0

O o)

“CL L I
Piridina CH,ClI, Sle (79%)
OH - OJ\

0-5°C4h
t.a. 24 h O
O
O J\ S1f (95%)
O
O5N o
J\ S1g (65%)
@]

Figura 2-17 Esquema de preparacion de los compuestos Sl1c-g.

2.4.2.2 Reaccion de reordenamiento de Fries

Los compuestos S2a-g fueron preparados mediante la reaccién de reordenamiento de
Fries entre los compuestos fenil acetatos S1c-g con un &cido de Lewis cloruro de aluminio
y posterior tratamiento en medio acido. En la Figura 2-18 se muestra el esquema de
preparacion de los compuestos S2c-g.
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Ry o LACI140°C4h O 0
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No se obtuvo
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Figura 2-18 Esquema de preparacion de los compuestos S2c-g.

La reaccion de reordenamiento de Fries busca la migracion del grupo acilo del éster de
fenol al anillo aromatico, obteniendo el compuesto hidroxi acetofenona, esta reaccién es
orto y para selectiva, teniendo en cuenta que los sustratos utilizados tienen la posicion para
ocupada con diferentes grupos, solo es posible obtener los productos orto. El
reordenamiento de Fries es promovido por el acido de Lewis AICI; en exceso, formando
un complejo con el fenilacetato cuando se coordina al atomo de oxigeno carbonilo del
grupo acilo. Esta interaccién genera el posterior reordenamiento del cloruro de aluminio
con el &omo de oxigeno fendlico, formando un carbocation libre de acilio que reacciona
en una sustitucion electrofilica aromatica. En la Figura 2-19 se ilustra el mecanismo de
reaccion para el reordenamiento de Fries 38,
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Figura 2-19 Mecanismo de reaccion para la reaccion de reordenamiento de Fries.

De los cinco compuestos Slc-g, el compuesto con el sustituyente NO, no reacciono para
formar el correspondiente orto hidroxi acetofenona (S1g) debido posiblementea que el
grupo NO:; es desactivante fuerte del anillo aromatico. Los grupos COOH (S1d) y COOCHjs
(S1e), también son desactivadores del anillo, pero se logré obtener los productos deseados
con un rendimiento bajo que estan entre 25% y 38% respectivamente.

2.4.2.3 Reaccion de ciclacion.

Los compuestos 4-cromanonas de estructuras S3a-g fueron obtenidos por la ciclacion de
S2c-f con acetona en metanol como solvente, utilizando pirrolidina como base. La Figura
2-20 muestra la preparacion de los compuestos S3a-g. Los compuestos S3a y S3b fueron
obtenidos partiendo de hidroxiacetofenonas comerciales S2ay S2b. El compuesto S3g fue
sintetizado a partir de compuesto S2g, que fue obtenido en la reacciéon de nitracion
explicada en el numeral 2.4.2.6.

Las 4-cromanonas se obtienen por la condensacion alddlica entre la acetona y el grupo
carbonilo de la acetofenona de los compuestos S2a-g, seguida de una deshidratacién
dando como intermediario el compuesto 1-(2-Hidroxi-fenill)-3-metil-but-2-en-1-ona. Este
intermediario que presenta una instauracion a-f al grupo carbonilo, se comporta como un
aceptor de Michael y sufre una posterior ciclacion oxa-Michael intramolecular °. En la
Figura 2-21 se ilustra el mecanismo de reaccion para la reaccion de ciclacion.
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Figura 2-20 Esquema de preparacion de los compuestos S3a-g.

Figura 2-21 Mecanismo de reaccion para la reaccion de ciclacion.

Las diferentes 4-cromanonas se obtuvieron en un rango de porcentajes de rendimiento de
72 a 98%.
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2.4.2.4 Reaccion de reduccion

Para obtener los compuestos tipo alcohol 4-cromanoles S4a-f, se realiz6 la reaccion
clasica de reduccién con borohidruro de sodio en metanol, partiendo de los compuestos 4-
cromanonas S3a-g. Los productos de estas reacciones se obtuvieron con porcentajes de
rendimientos superiores a 82%. En la Figura 2-22 se muestra los compuestos S4a-f.

OH
S4a (92%)
¢}
OH
Br
S4b (98%)
O
* OH
Ry NaBH,
Metanol S4c (89%)
o > o
ta.6h o) OH
HO
S4d (82%)
(@)
(0] OH

o
S4e (85%)
0
O S4f (93%)
0

Figura 2-22 Esquema de preparacion de los compuestos S4a-f.

2.4.2.5 Reaccion de deshidratacion

En el dltimo paso de la ruta para obtener cromenos S5a-f, se tiene que la reaccion de
deshidratacion de las estructuras 4-cromanoles S4a-f, dando las estructuras de cromenos
S5a-f. Esta reaccion se realiza utilizando acido para toluensulfénico con tolueno en reflujo,
en la Figura 2-23, se muestran los porcentajes de rendimiento de los productos que estan
por encima del 83%.
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Figura 2-23 Esquema de preparacion de los compuestos Sh5a-f.

En este paso el 4cido paratoluensulfonico protona al oxigeno del grupo hidroxilo formando
el cation intermediario. La molécula se neutraliza con la eliminacion de agua, la formacién
del doble enlace y protonacién del acido paratoluensulfonico. En la Figura 2-24 se ilustra
el mecanismo de reaccién para la reacciéon de deshidratacién. 4.

H
°R ) H,0
H.® H

. ov
on % O/ 8

(@) (@)

Figura 2-24 Mecanismo de reaccion para la reaccion de deshidratacion.

2.4.2.6 Reaccion de nitracion

Este procedimiento se realizdé debido a que no se obtuvo el compuesto S2g por la ruta
clasica planteada (reordenamiento de Fries), la estrategia para su obtencién fue realizar
una reaccion de nitratacion en condiciones suaves utilizando el compuesto salicilaldehido
S2a con una mezcla de &cido acético y acido nitrico. En la Figura 2-25 ilustran las
condiciones y porcentajes de rendimiento de la reaccion para la obtencion de S2g y S2h.
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Figura 2-25 Esquema de preparacion de los compuestos S2g y S2h.

En la Figura 2-26 se muestra la formacién de cation nitronio, este electréfilo genera una
reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica 2. El compuesto orto hidroxiacetofenona
posee un grupo hidroxilo orientador orto y para, y el grupo carbonilo de la acetofenona
orientador meta, estos grupos favorecen la nitracion en las posiciones orto y para respecto
al grupo hidroxilo con unos porcentajes de 23 y 45% respectivamente. La separacion de
los isébmeros se realiz6 por cromatografia en columna con silica gel obteniendo los
compuestos S2h y S2g.

HNO3 + CHzCOOH 0=N=0
®
®  _H,0
0:®.0H H" 0@ 0H 2
N —=""N = 0=N=0
o) (o @
o o

Figura 2-26 Formacion del catién nitronio.

2.4.2.7 Reaccion para obtener S6ay S6b

Se adicioné una cadena alquilica al cromeno, haciendo reaccionar el compuesto S3a con
un haluro de alquilo y nButilLitio. La reaccion de la 4-cromanona S3a con el bromobutano
no resulto el producto esperado, debido a que el grupo carbonilo de la 4-cromanona es el
grupo reactivo del compuesto. Se obtuvieron dos productos denominados S6a y S6b. En
la Figura 2-27 Se ilustra la reaccién para obtener S6a y S6b.

Q 1. nBuLi, THF O OH
.78°C 2 h _
+
o OH ¢
S3a

2. Bromobutano

t.a. 24h
S6a (41%) S6b (57%)

Figura 2-27 Preparacion de los compuestos S6ay S6b.

El compuesto S6a, se obtiene por la apertura del anillo pirano mediado por la accion del
nBuLi como base, desprotonando el carbono a al grupo carbonilo generando un enolato.
Para estabilizar la carga negativa del enolato, esta desplaza el doble enlace al carbono
terciario y queda sobre el oxigeno del grupo éter rompiendo el enlace O-C. Finalmente se
protona el oxigeno, generando el fenol. El producto final que se obtiene es un aceptor de
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Michael por una reaccion inversa (retro-Michael) a la explicada en la reaccion de
ciclacion.(Figura 2-28) °,

o Z o —oh—att =l

Figura 2-28 Mecanismo de reaccién del compuesto S6a.

El compuesto S6b se obtuvo mediante la adicion nucleofilica del anién butilo que proviene
de la base nButil-Litio al grupo carbonilo, generando su reducciéon a alcohol. Con la
formacion de un nuevo enlace, por la adicion del grupo alquil y la reduccion del grupo
carbonilo, cambia la hibridacion del &tomo de carbono generando un centro quiral. En la
Figura 2-29 se muestra el mecanismo de reaccién para la obtenciéon de Séb. 43

C L7 5 OH
So Al el Ysera
(@) 0] O
Figura 2-29 Mecanismo de reaccién para la obtenciéon de S6b.

2.4.2.8 Reaccion de adicion para obtener S7

Para la obtencién de compuesto tipo cromeno con cadenas de derivados de isopreno en
una posicion diferente a los aislados previamente, se probé la estrategia de una adicién
nucleofilica con un haluro de arilo con un aldehido y con una base organolitica. En la Figura
2-30 se muestra las condiciones de reaccién para la preparacion del compuesto S7.

Br N sec-BuLi, THF
Cltral
o -78°C 3 h
S5b

S7 (41%)

Figura 2-30 Preparacion del compuesto S7

En el primer paso del mecanismo de reaccion en la obtencién del compuesto S7, es el
intercambio halégeno- metal que sufre el compuesto haluro de arilo S5b con el sec-Buli,
como se ilustra en la Figura 2-31.



Capitulo 2. Sintesis de cromenos y anadlogos 73
Ok - T 189”
+ _—
o o]
Co
"o —
o]

Figura 2-31 Intercambio de hal6geno — Metal
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Después del intercambio de halégeno por el metal litio, se genera un carbono nucleofilico,
gue ataca al grupo carbonilo del aldehido, generando un nuevo enlace C-C, reduccion del
grupo carbonilo a alcohol secundario. En la Figura 2-32 se ilustra el mecanismo de reaccién
de la adiciéon nucleofilica.*?

5
OH
m - « “« H N H,0 < <
X N + - X
&“O O O
(@)

Figura 2-32 Mecanismo de reaccion para la obtencién S7.

2.4.3 Sintesis de derivados

Los compuestos aislados se pueden modificar estructuralmente mediante reacciones
sencillas como ciclaciones y metilaciones para obtener diferentes compuestos, en
busqueda de compuestos con mejor respuesta a la actividad antifungica. En la literatura
describen compuestos metilados con actividad antifingica, 4. Aprovechando la suficiente
cantidad de los compuestos aislados se realizaron la reaccion de ciclacién para obtener
cromenos y O-metilacién para obtener los metil esteres.

2.4.4 Reacciones utilizadas.

2.4.4.1 Reaccion de ciclacién del compuesto N1

En la reaccion de ciclacion del compuesto N1 se ensay6 con diferentes disolventes y bases
descritas en diferentes referencias, para ciclar el compuesto derivado de acido y obtener
compuesto tipo 4-cromanona. La Figura 2-33 se muestra el esquema general para la
obtencion de D1. En la Tabla 2-2 se muestran las bases, solventes y condiciones utilizadas
y con sus respectivos rendimientos.



74 Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae

(@] (@]
HO
Base 0
Solvente
D1

Figura 2-33 Esquema general para la obtenciéon de D1

Tabla 2-2 Condiciones de reaccion de la ciclacion intramolecular del compuesto N1.

Reactivo Solvente Condiciones Rendimiento

1 DDQ Tolueno reflujo, 12 h 0

2 DDQ p-xileno reflujo, 12 h 5%
3 DDQ Benceno reflujo, 12 h 0

4 DDQ Eter reflujo, 12 h 0

5 DDQ Diclorometano reflujo, 12 h 4%
6 NaOH NaOH 10% ambiente, 12 h 90%
7 EDDA Tolueno reflujo, 12 h 32%
8 EDDA p-xileno reflujo, 12 h 62%
9 EDDA Benceno reflujo, 12 h 40%
10 EDDA Eter reflujo, 12 h 15%
11 EDDA Diclorometano ambiente, 12 h 54%
12 EDDA Dimetilformamida reflujo, 12 h 72%
13 Piridina Diclorometano reflujo, 12 h 0

DDQ: 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
EDDA: Acido N, N'-diacetico-etilendiamino

Después de ensayar las diferentes bases descritas en la literatura para la ciclacién
intramolecular de aceptores Michael, la base NaOH presento el mejor porcentaje de
rendimiento a temperatura ambiente, debido a que es la base mas fuerte utilizada, seguida
de la base EDDA (N-N’ diacetico-etilendiamino). Otra ventaja de la ciclacion utilizando
NaOH es que la reaccion se da a temperatura ambiente.

El mecanismo de reaccién en la obtencion del compuesto tipo 4-cromanona D1, es similar
a la reaccion de ciclacion del numeral 2.4.2.3. La base utilizada desprotona el grupo
hidroxilo fenélico y se comporta como un aceptor de Michael y sufre una posterior ciclacién
intramolecular debido a la reaccién de oxa-Michael, que ocurre con el grupo hidréxido
fendlico y el doble enlace a-B al grupo carbonilo. %°, en la Figura 2-34 se muestra el
mecanismo de reaccion para la formacién D1.
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Figura 2-34 Mecanismo de reaccion para la obtenciéon de D1

2.4.4.2 Reaccion de metilacion

En la reaccién de metilacion se utilizé yoduro de metilo y el compuesto natural N1 para
obtener el producto O-metilado. En la Figura 2-35 se muestra el procedimiento para
obtener el compuesto metilado.

O O

HO
DMF

NaHCO;
CHjl

N1 D2 (72%)
Figura 2-35 Esquema general para la obtencién de D2

El primer paso en el mecanismo de reaccidén que se plantea para estas reacciones es la
deprotonacién acido del grupo carboxilico por la base bicarbonato de sodio, generando ion
carboxilato que realiza una sustitucion nucleofilica Sn2 con el yoduro de metilo obteniendo
el compuesto O-metilado y yoduro de sodio.
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2.5 Conclusiones

El presente estudio realiza un aporte a las investigaciones sintéticas de analogos
cromenos, obteniendo series de cromenos con diferentes sustituyentes en las posiciones
3, 4, 6y 8, utilizando una ruta de 5 etapas.

Se desarrollé una ruta de sintesis para andlogos de cromenos a partir de fenoles para
sustituidos. Los compuestos sintetizados a partir de fenoles con grupo desactivador
presentaron los menores porcentajes de rendimientos globales.

La etapa 2 reordenamiento de Fries fue la etapa decisiva para la obtencién de los
compuestos finales, en esta etapa no se obtuvo el compuesto S2g (sustituyente NO) y
presento los menores porcentajes de rendimiento con los otros compuestos respecto a las
otras etapas realizadas que presentaron porcentajes de rendimiento mayores a 80%.

Mediante la ruta planteada se obtuvieron diversos anélogos de cromenos similares a los
aislados de la especie Piper cumanense, estos compuestos son de tipo cromanonas,
cromenoles y cromenos y presentan diferentes grupos sustituyentes y cadenas de
isoprenos,

Con la ruta sintética planteada se logré obtener la sintesis del compuesto N10 = S5d, en
5 etapas con un porcentaje de rendimiento global de 65 %.
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2.6 Anexos de sintesis

Datos espectroscopicos y constantes fisicas de compuestos sintetizados.

O

@)

Nombre

(S3a) 2,2-dimetil-4-cromanona

Estado Fisico:

Aceite de color amarillo

Formula Molecular

C11H1202

Peso

176,211g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.86 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.54 — 7.39 (m, 1H), 6.97 (t, J = 7.2
Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 2.72 (s, 2H), 1.46 (s, 6H).

26.6

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 192.6, 156.0, 136.2, 126.5, 120.7, 120.2, 118.3, 79.2, 48.9,

OH Nombre (S4a) 2,2-dimetil-4-cromanol
Estado Fisico: Aceite de color amarillo

o Formula Molecular C11H1402
Peso 178,23 g/mol

(s, 3H), 1.31 (s, 3H).

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.86 (dd, J = 7.3, 1.6 Hz, 1H), 7.54 — 7.41 (m, 1H), 6.97 (t, J = 7.2
Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4,76 (dd, J = 9.0, 6.2 Hz, 1H), 2.93 (s, 1H), 2.89 (s, 1H), 1.45

27.3, 25.8.

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 155.8, 132.2, 130.5, 126.5, 119.2, 112.4, 77.9, 68.6, 40.2,

Lk

Nombre

(S5c¢) 2,2-dimetil-2H-cromeno

Estado Fisico:

Aceite de color amarillo

Formula Molecular

C11H120

Peso

160,21 g/mol

1.47 (s, 6H)

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7.13 (td, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 7.4, 1.6 Hz, 1H), 6.87 (td,
J=7.4,1.0 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 5.63 (d, J = 9.8 Hz, 1H),

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 152.9, 130.7, 129.0, 126.3, 122.3, 121.3, 120.7, 116.3, 28.0.

(S3b) 6-Bromo-2,2-dimetil-4-

O Nombre
cromanona
Br
Estado Fisico: Aceite de color rojo oscuro
'8 Formula Molecular C11H1uBro2
Peso 255,11 g/mol

Hz, 1H), 2.68 (s, 2H), 1.42 (s, 6H).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7.90 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 8.8

26.6.

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 191.4, 158.9, 138.8, 129.0, 121.5, 120.6, 113.4, 79.8, 48.6,
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OH Nombre S4b. 6-Bromo-2,2-dimetil-4-
cromanol
Br
Estado Fisico: Aceite de color rojo oscuro
o Formula Molecular C11H13Bro»
Peso 257,12 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.60 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 6.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.88 — 4.78 (m,
1H), 2.97 (s, 1H), 2.89 (s, 1H), 1.45 (s, 3H), 1.31 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 152.5, 132.2, 130.5, 126.5, 119.2, 112.4, 75.9, 63.5, 42.5,
29.1, 25.8.

Nombre (S5a) 6-Bromo-2,2-dimetil-2H-

Br X cromeno
Estado Fisico: Aceite de color rojo
O

Formula Molecular C11H11BrO2

Peso 239,10 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDClz) & 7.18 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.66 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.63 (dd, J = 9.8, 4.2 Hz, 1H), 1.42 (s, 6H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 152.1, 132.0, 131.6, 128.8, 123.2, 121.4, 118.1, 112.7, 76.6,
28.0

Nombre (S1c) acetato de 4-clorofenilo

(@)
\©\ J\ Estado Fisico: Aceite transparente
(@) CsH7CIlO2

Formula Molecular

Peso 170,01 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.34 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 169.3, 149.3, 131.3, 129.6, 123.1, 21.2.

o Nombre (S2c) 5-Cloro-2-hidroxiacetofenona
Estado Fisico: Sélido de color blanco
Punto de fusion 53-55 °C

OH Formula Molecular CgH7CIO2
Peso 170,01 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 12.14 (s, 1H), 7.69 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz,
1H), 6.94 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 2.63 (s, 3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 203.5, 160.8, 130.5, 129.8, 123.5, 120.2, 120.0, 27.9.
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(S3c) 6-Cloro-2,2-dimetil-4-

O Nombre cromanona
Estado Fisico: Solido de color amarillo
Punto de fusion 98-101 °C

O Formula Molecular C11H11CIO2
Peso 210,04 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.81 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 6.89 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 2.72 (s, 2H), 1.46 (s, 6H).

26.5.

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 191.4, 158.4, 135.9, 126.2, 125.9, 120.9, 120.1, 79.7, 48.6,

(S4c) 6-Cloro-2,2-dimetil-4-

OH Nombre
cromanol
Estado Fisico: Aceite de color amarillo
0 Formula Molecular C11H13CIO2
Peso 212,06 g/mol

Hz, 1H), 1.43 (s, 3H), 1.30 (s, 3H).

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.43 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.12 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 6.72 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 4.80 (dd, J = 9.0, 6.2 Hz, 1H), 2.16 (dd, J = 13.4, 6.2 Hz, 1H), 1.83 (dd, J = 13.4, 9.1

27.3, 26.8.

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 155.0, 132.5, 130.6, 128.7, 120.2, 116.4, 77.0, 69.5, 40.5,

Lk

Nombre

(S5¢) 6-Cloro-2,2-dimetil-2H-
cromeno

Estado Fisico:

Aceite de color amarillo

Formula Molecular

C11H11CIO

Peso

194,05 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCl3) & 7.04 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.70 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 6.25 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 5.65 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 1.42 (s, 6H)

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 151.6, 132.1, 128.7, 126.0, 125.4, 122.7, 121.6, 117.7, 76.6,

28.0.
o Nombre (S1d) Acido-4-acetiloxi benzoico
HO o) Estado Fisico: Solido de color blanco
A Punto de fusion 189-191 °C
o Formula Molecular CoHsO4
Peso 180,04 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 8.06 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H)

RMN 13C (100 MHz, CDClIs): ppm 169.1, 168.2, 154.4, 131.2, 127.8, 121.7, 21.2.
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HO

OH

Nombre

(S2d) Acido-3-acetil-4-hidroxi
benzoico

Estado Fisico:

Sélido de color blanco

Punto de fusién 227-230 °C
Formula Molecular CoHgO4
Peso 180,04 g/mol

RMN H (400 MHz, Acetona 6d): 8 12.18 (s, 1H), 8.69 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.62 (dd, J = 8.9, 2.6
Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 2.63 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, Acetona 6d): ppm 204.7, 166.1, 160.1, 137.3, 133.4, 121.2, 119.3, 118.8,

26.9.
Nombre (S3d) Acido-2,2-dimetil-4-oxo
(@] (@] croman-6-carboxilico
HO Estado Fisico: Sélido
Punto de fusiéon 183-184 °C
o Formula Molecular C12H1204
Peso 220,07 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 8.65 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.18 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 7.00 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 2.78 (s, 2H), 1.49 (s, 6H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 191.6, 171.1, 164.0, 137.4, 130.2, 122.2, 119.9, 119.0, 80.6,

48.7, 26.8
Nombre (S4d) Acido-4-hidroxi-2,2-dimetil-
(@] OH croman-6-carboxilico
HO Estado Fisico: Sélido
Punto de fusiéon
o Formula Molecular C12H1404
Peso 222,08 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 8.14 (s, 2H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.72 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.79
(dd, J = 9.5, 6.3 Hz, 3H), 2.14 (dd, J = 13.3, 6.0 Hz, 2H), 1.79 (dd, J = 13.3, 9.7 Hz, 2H), 1.39 (s,

6H), 1.26 (s, 6H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 170.1, 158.9, 131.7, 131.6, 126.1, 123.6, 118.0, 77.7, 63.5,

42.9, 29.5, 25.9.
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(S5d) Acido -2,2-dimetil-2H-
Nombre .
O cromen-6-carboxilico
HO A Estado Fisico: Solido
Punto de fusién 155-157 °C
O Formula Molecular C12H1203
Peso 204,07 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls)  7.88 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.81 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.66 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 1.46 (s, 6H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 172.2, 158.1, 132.0, 131.2, 128.9, 121.7, 121.7, 120.8, 116.4,
77.8, 28.5.

Nombre

(Sle) 4-Acetoxi benzoato de metilo

Estado Fisico:

Sélido de color blanco

O O
| )J\ Punto de fusién 79-81 °C
O Formula Molecular C10H1004
Peso 194,05 g/mol

(s, 3H).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6 8.06 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.90 (s, 3H), 2.30

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 168.9, 166.4, 154.4, 131.2, 127.8, 121.7, 52.3, 21.2.

Nombre

(S2e) 3-acetil-4-hidroxi-benzoato

O de metilo
o Estado Fisico: Sélido de color blanco
| Punto de fusion 99-102 °C
OH Formula Molecular C10H1004
Peso 194,05 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & 12.69 (s, 1H), 8.50 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.14 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz,
1H), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H), 2.72 (s, 3H).

26.9.

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 204.7, 166.1, 165.9, 137.3, 133.4, 121.2, 119.3, 118.8, 52.3,
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(S3e) 2,2-dimetil-4-oxocroman-6-

(@) (@) Nombre carboxilato de metilo
0 Estado Fisico: Sélido de color blanco
| Punto de fusion 101-102 °C
o Formula Molecular C13H1404
Peso 234,08 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 8.54 (s, 1H), 8.11 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.88
(s, 3H), 2.74 (s, 2H), 1.47 (s, 6H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 191.6, 166.2, 163.3, 137.0, 129.1, 123.1, 119.8, 118.8, 80.3,

52.2,48.8, 26.7.
(S4e) 2,2-dimetil-4-Hidroxi-croman-
Q oH Nombre 6-carboxilato de metilo
> Estado Fisico: Aceite amarillo
I
0 Formula Molecular Ci13H1604
Peso 236,10 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 8.15 (dd, J = 2.1, 0.7 Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H), 6.76
(d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.83 (dd, J = 9.1, 6.1 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 2.15 (dd, J = 13.5, 6.1 Hz, 1H),
1.86 (dd, J = 13.5, 9.2 Hz, 1H), 1.43 (s, 3H), 1.29 (s, 3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 167.1, 157.5, 131.0, 130.2, 124.3, 122.3, 117.4, 76.6, 63.4,
52.0, 42.4 29.0, 26.2.

(S5e) 2,2-Dimetil-2H-chromene-6-

Q Nombre carboxilato de metilo
0) X — - =
| Estado Fisico: Aceite amatrillo
o) Formula Molecular C13H1403
Peso 218,09 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) 8 7.80 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.77 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.64 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 1.44 (s, 6H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 167.0, 157.3, 131.2, 131.2, 128.2, 122.6, 121.8, 120.8, 116.3,

52.0, 29.8, 28.5.
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I (@)

O

A

Nombre

(S1f) 4-acetoxibifenil

Estado Fisico:

Cristales de color blanco

Punto de fusién 88,6 -90 °C
Formula Molecular C14H1202
Peso 212,08 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.58 (dd, J = 10.5, 8.0 Hz, 4H), 7.44 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.35 (t, J =

7.3 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 169.7, 150.2, 140.5, 139.2, 128.9, 128.3, 127.5, 127.3, 122.0,

21.3.

O Punto de fusion 54-56 °C
OH Formula Molecular C14H1202
Peso 212,08 g/mol

Nombre

(S2f) 2-hidroxi-5-fenilacetofenona

Estado Fisico:

Sélido de color café oscuro

RMN H (400 MHz, CDCls) 5 12.28 (s, J = 2.8 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.72 (dd, J =
8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 7.2, 1.3 Hz, 2H), 7.49 — 7.43 (m, 2H), 7.39 — 7.34 (m, 1H), 7.07
(dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 2.70 (s,3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 204.7, 161.9, 140.1, 135.5, 132.5, 129.2 129.1, 127.4, 126.8,

119.9, 119.0, 26.9

(S3f) 2,2-Dimetil-6-fenil-croman-4-

Nombre

ona
Estado Fisico: Solido de color anaranjado
Punto de fusion 67-68 °C
Formula Molecular C17H1602
Peso 252,30 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & & 8.11 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.73 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 7.58 (d, J
= 7.5 Hz, 2H), 7.43 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 2.76 (s,
2H), 1.49 (s, 6H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 192.7, 159.5, 139.8, 134.9, 133.94, 129.0, 127.3, 126.8, 124.7,
120.3, 119.0, 79.5, 49.0, 26.8.
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O OH

Nombre

(S4f) 2,2-Dimetil-6-fenil-croman-4-ol

Estado Fisico:

Cristales de color blanco

Punto de fusion 85-88 °C
o Formula Molecular C17H1802
Peso 254,32 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7.72 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 2H), 7.46 — 7.38
(m, 3H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.90 (dd, J = 8.8, 6.2 Hz, 1H), 2.21
(dd, J = 13.4, 6.1 Hz, 1H), 1.89 (dd, J = 13.4, 9.0 Hz, 1H), 1.47 (s, 3H), 1.34 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 152.9, 140.9, 133.5, 128.8, 128.1, 126.8, 126.3, 124.7, 117.7,

75.7,63.9, 42.9, 29.1, 26.0.

Nombre

(S5f) 2,2-Dimetil-6-fenil-2H-cromeno

Estado Fisico:

Cristales de color blanco

N Punto de fusion 53-55 °C
o Formula Molecular Ci17H160
Peso 236,12 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls): & 7.56 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 2H), 7.42 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.36 (dd, J
= 8.3, 2.3 Hz, 1H), 7.31 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
6.40 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 5.67 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 1.48 (s, 6H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 152.7, 141.0, 134.0, 131.2, 128.8, 127.9, 126.8, 125.1, 122.4,

121.5, 116.7, 76.6, 28.2.

0] Nombre (S1g) acetate 4-nitrofenol
/ IQI Estado Fisico: Cristales de color amarillo
o) O Punto de fusién 77-79 °C
O J\ Formula Molecular CgH7NO4
0 Peso 181,06 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 8.16 (d, J= 8.4, 2,1 Hz, 2H), 7.44 (d, J= 8.4, 2,1 Hz, 2H), 2.06 (s,

3H)

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 169.7, 157.9, 145.4, 122.7, 121.5, 20.1

(S2g) 1-(2-Hidroxi-5-nitro-fenil)-

9 0 Nombre etanona
O’/N Estado Fisico: Cristales de color amarillo
Punto de fusiéon 102-103 °C
OH Formula Molecular CsH7NO4
Peso 181,06 g/mol

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 12.88 (s, 1H), 8.72 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 8.36 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz,
1H), 7.10 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 2.77 (s, 3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 205.5, 168.6, 141.0, 132.5, 128.6, 121.0, 119.9, 28.2.
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(S39) 2,2-dimetil-6-nitro-croman-4-

(I? Nombre ona
O’/N Estado Fisico: Cristales de color amarillo
Punto de fusién 373-374 °C
Formula Molecular C11H11NO4
Peso 221,20 g/mol

RMN H (400 MHz, CDClz) & 8.76 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 8.33 (dd, J = 9.1, 2.9 Hz, 1H), 7.10 — 7.06
(m, 1H), 2.82 (s, 2H), 1.52 (s, 6H).

26.6

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 191.9, 155.8, 140.5, 119.5, 117.3, 116.4, 108.4, 80.3, 48.8,

O
Nombre (S2h) 2-hidroxi-3-nitroacetofenona
Estado Fisico: Cristales de color amarillo
OH Punto de fusion 89-90 °C
_N.- Formula Molecular CsH7NO4
0 0 Peso 181,14 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 13.19 (s, 1H), 8.19 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H), 8.08 (dd, J = 7.9, 1.7
Hz, 1H), 7.06 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 2.74 (s, 3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 204.6, 157.7, 139.3, 137.9, 133.1, 124.7, 119.8, 29.5.

o Nombre (S6a) 1-(2-Hidroxi-fenil)-3-metil-2-
buten-1-ona
Estado Fisico: Aceite de color amarillo
OH Formula Molecular C11H1202
Peso 176,26 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) 5 12.83 (s, 1H), 7.80 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.46 (ddd, J = 8.6,

7.3, 1.6 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 8.4, 1.0 Hz, 1H), 6.89 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 6.84 — 6.78
(m, 1H), 2.24 (d, J = 1.2 Hz, 3H), 2.07 (d, J = 1.2 Hz, 3H).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 196.3, 163.2, 157.9, 135.8, 129.8, 120.6, 120.1, 118.6, 118.4,
28.2, 21.4.




86 Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae

OH Nombre (S6b) 4-Butil-2,2-dimetil-croman-4-
ol
Estado Fisico: Aceite de color amarillo
0 Formula Molecular Ci5H1202
Peso 234,16 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.44 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.20 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.7 Hz, 1H),
7.02 - 6.93 (m, 1H), 6.85 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 2.10 (s, 1H), 2.01 (s, 1H), 1.96 (s, 1H), 1.82
(s, 1H), 1.46 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.34 (d, J = 0.7 Hz, 4H), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H)

RMN 3C (100 MHz, CDCls): ppm 153.1, 129.0, 127.5, 126.2, 120.8, 118.1, 74.1, 69.2, 45.7,
43.7, 30.3, 26.5, 25.2, 23.1, 14.1.

S7) 1-(2,2-Dimetil-2H-cromen-6-
OH 8 22-D :
Nombre i)-3,7-dimetil-octa-2,6-dien-1-ol
N ™ X
Estado Fisico: Aceite de color amarillo
e Formula Molecular C21H1802
Peso 312,44 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.13 (id, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 7.4, 1.6 Hz, 1H), 6.87
(td, J = 7.4, 1.0 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 5.63 (d, J = 9.8 Hz,
1H), 5.29 (t, J= 6,9 Hz, 1H), 5.24 (t, J= 6,8 Hz, 1H), 4,86 (dd, J = 8.8, 6.2 Hz, 1H), 2.25 (m, 2H),
2.17 (t, J= 7.4, 2H), 1.69 (s, 3H), 1.53 (s,6H), 1.47 (s, 6H)

RMN 13C (100 MHz, CDCls): ppm 152.9, 138.4, 131.7, 130.7, 129.0, 128.1, 126.3, 124.2, 122.3,
121.3, 120.7, 116.3, 72.0, 38.3, 28.0, 26.5, 21.8, 18.1.

o) 0 (D1) Acido-2-Metil-8-(3-metil-but-2-
Nombre enil)-2-(4-metil-pent-3-enil)-4-oxo-
HO cromano-6-carboxilico
o Estado Fisico: Aceite de color amarillo claro
Formula Molecular C22H2804
| D1 | Peso 356,45 g/mol
Punto de fusion 87 -89 °C

IR: v=2924, 1689, 1635, 1442, 1280, 1242.

RMN *H (400 MHz, CDCls): & 8.51 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.28 (t, J = 7.4
Hz, 1H), 5.07 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.35 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 2.85 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 2.70 (d, J =
16.4 Hz, 1H), 2.23 — 2.06 (m, 2H), 1.76 (s, 3H), 1.73 (s, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.44 (s,
3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls): ppm 192.0, 171.5, 161.7, 136.7, 133.9, 132.7, 131.9, 127.8,
123.2,121.5, 121.2, 119.9, 82.2, 47.2, 39.6, 28.4, 25.9, 25.7, 24.1, 22.4, 18.0, 17.7.
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Nombre

3-(3’,7-dimetil-1’-oxo-octa-2’,6’-
dienil)-4-hidroxi-5-(3”-metil-2”-but-
2”-enil) carboxilato de metilo

Estado Fisico:

Aceite de color amarillo claro

Formula
Molecular C23H3004
Peso 370,21 g/mol
Nuevo !l

3H)

RMN *H (400 MHz, CDCls) 13.69 (s, 1H), 8.37 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.84
(s, 1H), 5.37 — 5.27 (m, 1H), 5.13 (t, J = 6.6, 4.8, Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.37 (d, J = 7.3 Hz, 2H),
2.32 (s, 4H), 2.22 (d, J = 1.1 Hz, 3H), 1.76 (s, 3H), 1.72 (d, J = 3.0 Hz, 6H), 1.63 (d, J = 4.0 Hz,

5") 17.7 (C-9).

RMN 3C (101 MHz, CDCls): ppm 196.2, 171.9, 166.0 (C-4), 163.0 (C-3'), 136.0 (C-6), 134.0
(C-3"), 133.0 (C-7'), 131.5 (C-3), 130.9 (C-2), 122.8 (C-6"), 120.9 (C-2"),119.5 (C-5), 119.1 (2'),
118.8, 52.0, 41.8 (C-4), 27.6 (C-1"), 26.2 (C-5), 25.8 (C-8'), 25.8 (C-4"), 20.3 (C-10'), 17.8 (C-







2.7 Bibliografia

1. Demain, A. L.; Fang, A., The natural functions of secondary metabolites. In History of
modern biotechnology I, Springer: 2000; pp 1-39.
2. Alves, M. F.; Scotti, L.; Da Costa, F. B.; Scotti, M. T., Chemotaxonomic Study of

Sesquiterpene Lactones of Asteraceae: Classical and Modern Methods. In Sesquiterpene Lactones,
Springer: 2018; pp 31-45.

3. Hill, S.; Hammer, P. E.; Ligon, J., The role of antifungal metabolites in biological control of
plant disease. Technology Transfer of Plant Biotechnology 2018.

4, Kaye, P. T.; Musa, M. A., Application of Baylis—Hillman Methodology in the Synthesis of
Coumarin Derivatives. Synthetic Communications 2003, 33 (10), 1755-1770.

5. Pratap, R.; Ram, V. J., Natural and Synthetic Chromenes, Fused Chromenes, and Versatility
of Dihydrobenzo[h]Jchromenes in Organic Synthesis. Chemical Reviews 2014, 114 (20), 10476-
10526.

6. Khafagy, M. M.; Abd EI-Wahab, A. H. F.; Eid, F. A.; EI-Agrody, A. M., Synthesis of halogen
derivatives of benzo[h]Jchromene and benzo[a]anthracene with promising antimicrobial activities. Il
Farmaco 2002, 57 (9), 715-722.

7. Orjala, J.; Erdelmeier, C. A. J.; Wright, A. D.; Rali, T.; Sticher, O., Two chromenes and a
prenylated benzoic acid derivative from Piper aduncum. Phytochemistry 1993, 34 (3), 813-818.

8. Saga Kitamura, R. O.; Romoff, P.; Young, M. C. M.; Kato, M. J.; Lago, J. H. G., Chromenes
from Peperomia serpens (Sw.) Loudon (Piperaceae). Phytochemistry 2006, 67 (21), 2398-2402.

9. Abrunhosa, L.; Costa, M.; Areias, F.; Venancio, A.; Proenga, F., Antifungal activity of a novel
chromene dimer. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 2007, 34 (12), 787-792.

10. A. Tawfik, H.; Ewies, E.; EI-Hamouly, W., ChemInform Abstract: Synthesis of Chromones
and Their Applications During the Last Ten Years. 2015, 46, 336- 348.

11. Cottiglia, F.; Dhanapal, B.; Sticher, O.; Heilmann, J., New Chromanone Acids with
Antibacterial Activity from Calophyllum brasiliense. Journal of Natural Products 2004, 67 (4), 537-
541.

12. Lozinskii, O. A.; Shokol, T. V.; Khilya, V. P., Synthesis and biological activity of chromones
annelated at the C(7)—C(8) bond with heterocycles (review). Chemistry of Heterocyclic Compounds
2011, 47 (9), 1055-1077.

13. Seca, A.; Pinto, D., Plant secondary metabolites as anticancer agents: successes in clinical
trials and therapeutic application. International journal of molecular sciences 2018, 19 (1), 263.

14. Kandeel, M. M.; Kamal, A. M.; Abdelall, E. K.; Elshemy, H. A., Synthesis of novel chromenes
as cytotoxic agents. Journal of Chemical Research 2013, 37 (2), 110.

15. Liu, F.; Evans, T.; Das, B. C., Synthesis of 2-substituted 2H-chromenes using potassium
vinyltrifluoroborates. Tetrahedron Letters 2008, 49 (10), 1578-1581.

16. Varma, R. S.; Dahiya, R., An Expeditious and Solvent-Free Synthesis of 2-Amino-
Substituted Isoflav-3-enes Using Microwave Irradiation. The Journal of Organic Chemistry 1998, 63
(22), 8038-8041.

17. Wang, Q.; Finn, M. G., 2H-Chromenes from Salicylaldehydes by a Catalytic Petasis
Reaction. Organic Letters 2000, 2 (25), 4063-4065.

18. Chang, S.; Grubbs, R. H., A Highly Efficient and Practical Synthesis of Chromene
Derivatives Using Ring-Closing Olefin Metathesis. The Journal of Organic Chemistry 1998, 63 (3),
864-866.

19. Doodeman, R.; Rutjes, F. P.; Hiemstra, H., Synthesis of 2-substituted chromenes via ring-
closing metathesis and stable 1-benzopyrylium ions. Tetrahedron Letters 2000, 41 (31), 5979-5983.
20. Wipf, P.; Weiner, W. S., Enantioselective Synthesis and Photoracemization Studies of (+)-

2-Cyclopropyl-7,8-dimethoxy-2H- chromene-5-carboxylic Acid Methyl Ester, an Advanced
Intermediate of a Dihydrofolate Reductase Inhibitor. The Journal of Organic Chemistry 1999, 64 (14),
5321-5324.

21. Majumdar, N.; Korthals, K. A.; Wulff, W. D., Simultaneous synthesis of both rings of
chromenes via a benzannulation/o-quinone methide formation/electrocyclization cascade. Journal
of the American Chemical Society 2011, 134 (2), 1357-1362.



90 Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae

22. lyer, M.; Trivedi, G., Synthesis of 2, 2-dimethyl-2H-chromenes via a palladium (Il) catalysed
reaction. Synthetic Communications 1990, 20 (9), 1347-1351.
23. Parker, K. A.; Mindt, T. L., Electrocyclic ring closure of the enols of vinyl quinones. A 2H-

chromene synthesis. Organic Letters 2001, 3 (24), 3875-3878.

24, Ye, L.-W.; Sun, X.-L.; Zhu, C.-Y.; Tang, Y., Unexpected Tandem Ylide Annulation Reaction
for Controllable Synthesis of 2 H-Chromenes and 4 H-Chromenes. Organic Letters 2006, 8 (17),
3853-3856.

25. Ballini, R.; Bosica, G.; Conforti, M. L.; Maggi, R.; Mazzacani, A.; Righi, P.; Sartori, G., Three-
component process for the synthesis of 2-amino-2-chromenes in aqueous media. Tetrahedron 2001,
57 (7), 1395-1398.

26. Kidwai, M.; Saxena, S.; Khan, M. K. R.; Thukral, S. S., Aqua mediated synthesis of
substituted 2-amino-4H-chromenes and in vitro study as antibacterial agents. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters 2005, 15 (19), 4295-4298.

27. Chandrasekhara Rao, L.; Meshram, H. M.; Satish Kumar, N.; Nageswara Rao, N.;
Jagadeesh Babu, N., |-Proline catalyzed efficient and convenient synthesis of substituted 2H-
chromenes by three-component reaction. Tetrahedron Letters 2014, 55 (6), 1127-1131.

28. Williams, D. B. G.; Lawton, M., Drying of Organic Solvents: Quantitative Evaluation of the
Efficiency of Several Desiccants. The Journal of Organic Chemistry 2010, 75 (24), 8351-8354.

29. Bano, M.; Ahmed, S., Synthesis of 6-chloro-4-(furan-2-ylmethyleneamino)-2, 2-dimethyl-2H-
chromen-3-ol for antihypertensive activity. Research Journal of Pharmaceutical, Biological and
Chemical Sciences 2012, 3 (4), 569-77.

30. Odejinmi, S. |.; Wiemer, D. F., Application of benzyl protecting groups in the synthesis of
prenylated aromatic compounds. Tetrahedron Letters 2005, 46 (22), 3871-3874.

31. Bano, M.; Barot, K. P.; Jain, S. V.; Ghate, M. D., Identification of 3-hydroxy-4 [3, 4-dihydro-
3-0x0-2H-1, 4-benzoxazin-4-yl]-2, 2-dimethyldihydro-2H-benzopyran derivatives as potassium
channel activators and anti-inflammatory agents. Medicinal Chemistry Research 2015, 24 (7), 3008-
3020.

32. Sebille, S.; de Tullio, P.; Becker, B.; Antoine, M.-H.; Boverie, S.; Pirotte, B.; Lebrun, P., 4,6-
Disubstituted 2,2-Dimethylchromans Structurally Related to the KATP Channel Opener Cromakalim:
Design, Synthesis, and Effect on Insulin Release and Vascular Tone. Journal of Medicinal Chemistry
2005, 48 (2), 614-621.

33. Szell, T.; Brand, A.; Ratanathanawongs, S., Two new thia chalcones. Journal of Chemical &
Engineering Data 1981, 26 (2), 230-230.

34. Hoarau, C.; Pettus, T. R. R., Strategies for the Preparation of Differentially Protected ortho-
Prenylated Phenols. Synthesis letter 2003, (1), 127-137.

35. Walunj, R. M.; Natu, A. D.; Paradkar, M. V.; Rojatkar, S. R., Efficient total synthesis of
naturally occurring anti-TMV compound gramniphenol G. Synthetic Communications 2016, 46 (17),
1425-1431.

36. Morelli, C. F.; Biagiotti, M.; Pappalardo, V. M.; Rabuffetti, M.; Speranza, G., Chemistry of a-
mangostin. Studies on the semisynthesis of minor xanthones from Garcinia mangostana. Natural
Product Research 2015, 29 (8), 750-755.

37. Parra, J. E.; Patifio, O. J.; Prieto, J. A.; Delgado, W. A.; Cuca, L. E., A new benzoic acid
derivative isolated from Piper cf. cumanense Kunth (Piperaceae). Phytochemistry Letters 2013, 6
(4), 590-592.

38. Kalmus, C. E.; Hercules, D. M., Mechanistic study of the photo-Fries rearrangement of
phenyl acetate. Journal of the American Chemical Society 1974, 96 (2), 449-456.
39. Hejchman, E.; Kruszewska, H.; Maciejewska, D.; Sowirka-Taciak, B.; Tomczyk, M.

Sztokfisz-Ignasiak, A.; Jankowski, J.; Mtynarczuk-Biaty, 1., Design, synthesis, and biological activity
of Schiff bases bearing salicyl and 7-hydroxycoumarinyl moieties. Monatshefte fir Chemie -
Chemical Monthly 2019, 150 (2), 255-266.

40. Iguchi, D.; Erra-Balsells, R.; Bonesi, S. M., Expeditious photochemical reaction toward the
preparation of substituted chroman-4-ones. Tetrahedron Letters 2014, 55 (33), 4653-4656.



Bibliografia 91

41. Qiu, Y.-F.; Ye, Y.-Y.; Song, X.-R.; Zhu, X.-Y.; Yang, F.; Song, B.; Wang, J.; Hua, H.-L.; He,
Y.-T.; Han, Y.-P.; Liu, X.-Y.; Liang, Y.-M., Convenient and Highly Efficient Routes to 2 H-Chromene
and 4-Chromanone Derivatives: lodine-Promoted and p-Toluenesulfonic Acid Catalyzed Cascade
Cyclizations of Propynols. Chemistry — A European Journal 2015, 21 (8), 3480-3487.

42. Klumpp, D. A., Electrophilic Aromatic Substitution: Mechanism. Arene Chemistry: Reaction
Mechanisms and Methods for Aromatic Compounds 2015, 3-31.

43. Clayden, J.; Greeves, N.; Warren, S.; Wothers, P., Organic chemistry, First. Oxford
University Press, New York. 2001, 547-579.

44, Roussis, V.; Ampofo, S. e. A.; Wiemer, D. F., A prenylated benzoic acid derivative from the
leaves of Piper taboganum. Phytochemistry 1990, 29 (6), 1787-1788.









Contenido

Capitulo 3. Estudio de actividad antifungica y modelado
de farmacoforo a partir de los compuestos aislados y
sintetizados

Contenido
Pag.
RSy = W0 L o [ U1 = LSRR 1]
[ ES] = W0 [ = o] = T Vv
3. Estudio de actividad antifungicay modelado de farmaco6foro a partir de los
compuestos aislados y sintetizados
ADTeViaturas ¥ @CTONIMOS . ....uuuiiiiiieeiiiiiiie et e e et e e e e e e e st e e e e e e s s s bbb e eeeaaeeeaaann Vi
1 0 A [ 011 oo [ To'od o | o PP PPPPPPPPPP 91
3.2  Generalidades de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae ..............cccccceeeeeec. 92
3.1 Modelado del farmacOfor0...........uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 95
3.1.1 EsStudio COMPULACIONAL. ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 95
G0 D2 = Vg 4 F= 1o ) (o] (o 1 95
T2 |V 1= (oo (o] (0o I T- PP 96
3.2.1 Procedimientos generales de Actividad antifingica. ............ccccceveiieeriiiinnnnne. 96
3.21.1 (00T oL W V1 1] 114 Lo F- PO UURPPPRRRRR 96
3.21.2 Ensayo de inhibicién de crecimiento del micelio ..........cccccoeeeieiiiiiiiinnnnnnn. 96
3.2.1.3 Actividad fungicida 0 fuNgiStAtICa .............uvvviiiieei e 97
3.2.14 Ensayo de inhibicion de germinacion y crecimiento (fitotoxicidad) .......... 97
3.2.2 Procedimientos generales del estudio computacional..............ccccoevvvieenen... 98
3.2.1.1 Modelado MOIECUIAT. ..........ccoiieeiiiiiei e 98
3.2.1.2 Representacion de los farmacéforos y creacion de base de datos. ........ 98
3.3 ResUltadoS Y iSCUSION.........ciiiiiiiiiiiicee e e e 98
ACtiVIdAd @ntifUNGICA ....cco e 98
3.3.1 Ensayo de inhibicion de crecimiento del micelio. ............cccccvuviviiiiiiiiiiiiiinnnn, 98
3.3.2 Actividad fungicida 0 fuNQIStALICA ............uuummummmiiiiiiiiiiieeeees 103
3.3.3 Ensayo de inhibicion de germinacion y crecimiento (fitotoxicidad) ............... 104
Resultados y discusion del estudio de computacional.................ceeeeiiiiiiiiiiiinieeennnns 107
3331 Modelado molecular de l0S COMPUESTOS. .........uvuvvrvvirimieiiiiiiiiiiiieiieeanenns 107
3.3.3.2 Representacion de los farmacoforos y creacion de base de datos. ...... 108
3.3.3.3 Obtencion de la base de datos de farmacdéforos similares.................... 110
3.3.34 Tamizaje en la seleccién de los farmacoéforos...........coovvvvvvvvvviiieeeennnn, 112
I o T (o3 11 (0] [ USSP 117
3.5 Anexos actividad antiflngiCa ............ceuvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 118
I G I = 11 o] [To o = 11 - NPT 119

R0 ] 1 A T=T 0T F= Tl T0] 41T TP 124



Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae




Contenido 1

Lista de figuras

Figura 3-1 Flor de la gulupa, Passiflora edulis Sims var. EAUliS...............ccccciiiiiiiiininnnes 94
Figura 3-2 Principales paises destino de las exportaciones de gulupa. ..........cc.oeceeeveeens 94
Figura 3-3 Resultados de porcentaje de inhibicién de los compuestos evaluados contra F.
OXYSPOrUM SP PASSIflONAE. . ..uu e e 99
Figura 3-4 Estructuras de los compuestos que presentaron actividad antifungica......... 100
Figura 3-5 Relacién preliminar estructura-actividad antifangica de cromenos ............... 103

Figura 3-6 Ensayo fungicida y fungistatica para los compuestos 1*=S1d, 2*=Sle, 3*=S1f,
4*=S1g, 5*=S2g, 6*=N10, 7*=S2h, 8*=S4b y 9*=S4c. *= ubicacion en las cajas Petri

utilizadas en el ensayo, 10= control NEQALIVO. ...........ceeiiieeiiiiiiiiici e 104
Figura 3-7 Efecto de los compuestos activos frente la germinacién de semillas de L.
PEIEINNE Y L. SALIVA ...ttt 104
Figura 3-8 Efecto fitotdxico de los compuestos mas activos contra F.
OXYSPOrUM.SP.PASSITIOrAE. ..o 106

Figura 3-9 Representacion de los modelos farmacofOriCos. ...........ccccvvvveiiiiiiieinicineeenne 109


file:///C:/Users/JORGE%20PARRA%20AMIN/Desktop/Capítulo%203%20tesis%20doc%2013%20de%20marzo.docx%23_Toc3410343
file:///C:/Users/JORGE%20PARRA%20AMIN/Desktop/Capítulo%203%20tesis%20doc%2013%20de%20marzo.docx%23_Toc3410347

Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae




Contenido V

Lista de tablas

Tabla 3-1 Valores de Clso expresados en pg/mLy uM contra F. oxysporum sp passiflorae

para los compuestos con mayor actividad antiflngica. .............ccceevveeiimiiiniiiiir, 101
Tabla 3-2 Efecto fitotoxico de las sustancias evaluadas............cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiennnnnn, 105
Tabla 3-3 Estructuras €n 2D Y €N 3D......coooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 108
Tabla 3-4 Caracteristicas de 10s farmacoforos.............cccccvvviviiiiiiiiii 109
Tabla 3-5 Compuestos seleccionados para cada farmacoéforo, segun los reportes de

actividad antifungica, menor valor de RMSD vy similitud estructural. ...........c....ccoeuueeee. 110

Tabla 3-6 Resultados del tamizaje de los cinco farmacoforo, donde se muetra la
estructura en 3D y su estructura obtenida por ZincPharmer mosrando las caracteristicas
(o (ST =1 0 F= (o100 (o TR 112



Contenido

Vi

AcOEt
CISO
CMI
EtOH
MeOH
MMFF
MTT
PDA
PM3
RMSD
TLC
UFC

Abreviaturas y acronimos

Acetato de etilo

Concentracion inhibitoria 50
Cantidad minima inhibitoria
Etanol

Metanol

Merck Molecular Force Field
Metil tiazolil tetrazolio

Agar de Papa — Dextrosa
Parameterized Model number 3
Root Mean Square Deviation
Cromatografia en capa delgada
Unidades Formadoras de Colonia



Busqueda de agentes fitosanitarios provenientes de especies del género Piper
(Piperaceae) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.passiflorae

3.Estudio de actividad antifungica vy
modelado de farmacoforo a partir de
los compuestos aislados y sintetizados

3.1 Introduccidn

Colombia es un pais en donde la agricultura desempefia un papel importante a nivel
econdmico, social y alimenticio. Las frutas tropicales son unos de los productos de
mayor exportacién y cuya demanda va en aumento considerable, pero uno de los
problemas serios que se presentan en estos cultivos es derivado del hongo F.
oxysporum, el cual reduce la calidad y la viabilidad del producto disponible para
comercializar *.

El hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae genera grandes
pérdidas econdmicas en los cultivos de frutas de especies de la familia
Passifloraceae como maracuya, curuba, granadilla y gulupa, que en los Gltimos afios
ha aumentado su comercializacion en paises europeos, siendo la gulupa la fruta
tropical que llama la atencion. El hongo F. oxysporum f. sp. passiflorae genera en
los cultivos de pasifloras marchitamiento vascular que conlleva a la muerte de las
plantas, generando pérdidas superiores del 60%, manchas en los frutos, causando
el rechazo para su exportacion, afecta el normal crecimiento de la planta generando
manchas y deformaciones en las hojas, entre otros sintomas. Este hongo es capaz
de persistir en condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como sapréfito
de vida libre en ausencia de plantas hospedantes por largos periodos de tiempo,
como no se evidencia la presencia del patbgeno, muchas veces se siembra en
suelos infectados, conllevando a que se dé el ataque del patégeno.Z3.Para controlar
esta enfermedad generalmente se utiliza controles quimicos, que son téxicos, poco
selectivos y han generado organismos resistentes, aumentan los gastos de
produccion y disminuyen la calidad de los frutos (la presencia de trazas de fungicidas
en los frutos es causa de rechazo en los mercados internacionales). 4.

Haciendo necesaria la busqueda de nuevos agentes fitosanitarios que sean efectivos
y de bajo impacto ambiental, inspirados en los productos naturales, sintesis de
analogos y con ayuda de modelos computacionales se puede descubrir compuestos
activos contra este hongo. Gracias a los avances en el campo de quimica
computacional y haciendo uso de modelos computacionales, se puede realizar
busquedas, disefio y optimizacion de nuevas moléculas que presenten mejores y/o
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nuevas actividades bioldgicas, estos métodos nos permiten tener resultados en
menor tiempo y costos en investigaciones preliminares. un método utilizado
comunmente, es el modelo basado en blusqueda de farmacaéforo, que se basa en
resultados experimentales de la relacion de estructura-actividad de compuestos
activos, con las estructuras de estos compuestos se genera un farmacaéforo con los
rasgos esenciales atribuibles a esa actividad y se buscan en bases de datos
estructuras con similares rasgos que posiblemente posean esa actividad, en este
caso se pueden predecir nuevas estructuras de compuestos que nos permitan
obtener agentes fitosanitarios para el control de F. oxysporum f. sp. passiflorae,
hongo fitopatégeno 8°.

En este capitulo se describe la actividad antifungica de los compuestos aislados y
sintetizados contra Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, hongo fitopatégeno que
ataca a los cultivos de Pasifloras y se evallo también los efectos fitotoxicos de los
compuestos evaluados.

Finalmente, con los datos obtenidos de la actividad antifingica y efectos toxicos, se
plante6é un estudio computacional basado en farmacéforos, usando las estructuras
de los compuestos (naturales y sintéticos) que presentaron mejor actividad contra
este hongo y menor efecto tdxico, para asi predecir estructuras con una posible
mejor actividad antifungica.

3.2 Generalidades de Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae

Las diversas plagas y enfermedades que afectan diferentes cultivos
econdémicamente importantes son en gran parte responsables de los bajos
rendimientos en los cultivos, causan pérdidas significativas a los agricultores y
amenazan la seguridad alimentaria. Globalmente, estas pérdidas pueden aumentar
hasta 50% de los cultivos anuales o incluso méas en los paises en desarrollo. Muchos
patégenos afectan estos cultivos generando pérdidas econémicas . En el "top 10"
de patégenos fungicos basado en la importancia cientifica y econdmica, Botrytis
cinerea ocupa el segundo lugar y Fusarium oxysporum en el quinto lugar *°.

Los hongos del género Fusarium presentan una distribucién mundial y abundante en
las zonas tropicales y templadas del mundo. Gran parte de las especies de este
género son hongos fitopatdgenos que causan dafio a diversas hortalizas, plantas
ornamentales y plantaciones de cultivos ocasionando distintos tipos de
enfermedades, como pudricion de raices y base del tallo, pudricion de frutos, muerte
descendente, manchas en las hojas y marchitamiento vascular. La mayoria de los
hongos del género Fusarium causantes de marchitamiento pertenecen a F.
oxysporum * 1l Este patégeno ha aumentado su importancia, debido a que
desarrolla tolerancia a tratamientos quimicos 212 y las cepas presentan un amplio
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rango de especialidades % *1°, pueden parasitar mas de 400 especies de plantas,
gracias a las formas especializadas, que atacan especies especificas; se denomina
forma especial (f. sp.) segun el hospedero que afecte. Por ejemplo: el clavel atacado
por F. oxysporum f. sp. dianthi, tomate por F. oxysporum f. sp lycopersici, gulupa,
macacuya, curuba, y otras pasifloras por F. oxysporum f. sp. passiflorae © 16,

La enfermedad producida por F. oxysporum f. sp. passiflorae se caracteriza por la
aparicion de los sintomas de marchitamiento que incluye amarillamiento parcial de
las hojas y doblamiento de los brotes hacia el lado de la planta enferma. En estados
iniciales de la enfermedad en las hojas puede observarse la mitad clorética y la mitad
de un color verde normal. Se observa ademas un enanismo de los brotes y
disminucion del crecimiento de la planta. Los sintomas de la enfermedad avanzan
afectando la planta hacia arriba hasta causar un marchitamiento generalizado y la
muerte . Un aspecto muy importante para el diagndstico de la enfermedad que la
diferencia facilmente de otras enfermedades vasculares es una coloracion
blanquecina, amarillenta o marrén en los haces vasculares y deshilachamiento de
los tejidos sin afectar la médula > 7.

Los controles quimicos son los més utilizados, para controlar F. oxysporum f. sp.
passiflorae principalmente los fungicidas sistémicos pertenecientes al grupo de los
benzimidazoles *8. Estos productos tienen como desventajas principales la elevada
toxicidad para humanos y animales, y los residuos contaminantes que depositan en
el medio ambiente, generando serios problemas de contaminacién ambiental 1° 20-22,
La efectividad de estas sustancias ha disminuido notablemente debido a la aparicion
de cepas resistentes 2,

El hongo F. oxysporum f. sp. passiflorae produce la enfermedad conocida
marchitamiento vascular o fusariosis a las plantas del género Passifloras. Este
género pertenece a la familia Passifloraceae constituida por 36 géneros, siendo el
mas representativo el género Passiflora. Colombia exporta diversos productos
agricolas donde las frutas frescas estan en auge, las Passifloras ocupan el tercer
puesto en exportaciones de frutas frescas en el pais con mas de 2800 ton en el afio
2012 24, Son conocida por su vistosidad de sus flores, que las ha hecho reconocidas
con el nombre de “frutas de la pasion” %, este nombre se debe a la descripcién de
los monjes Jesuitas que vieron en estas flores los signos de la “Pasién de Cristo” un
ejemplo de sus flores se ve en la figura 3.1.
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Figura 3-1 Flor de la gulupa, Passiflora edulis Sims var. Edulis

La gulupa conocida como la fruta de la pasion es la mas apetecidas, siendo los
Paises Bajos donde se concentra mas del 60% de las exportaciones de esta fruta,
como se muestra en la Figura 3-2 2627, E|l volumen de exportacién crecié
considerablemente pasando de 500 a casi 2800 toneladas solo en el periodo de 2007
al 2012, representando un aumento de US$ 3,960 millones de ddlares en el 2007 a
US$ 20,450 millones en el 2012 solo en exportaciones de gulupa 4.

Canad3i; 2% Francia; 1%

Bélgica; 4%

Reino Unido; Suiza; 1% Otros;
5 1%

Alemania;
22%

Figura 3-2 Principales paises destino de las exportaciones de gulupa.

Sin embargo, las exportaciones se han visto limitadas por diversos problemas,
principalmente por el ataque de la enfermedad marchitamiento vascular o fusariosis
generando que el volumen de exportacion, que manifestaba una tendencia al
aumento presentd descensos, debido a las altas pérdidas de cosecha, no inferiores
al 40%, causadas por el hongo F. oxysporum f. sp. passiflorae el cual se ve
incrementado cuando el manejo en cosecha y postcosecha no es adecuado 2830,
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3.1 Modelado del farmacéforo

3.1.1 Estudio computacional

En la actualidad los métodos computacionales aplicados al descubrimiento de
nuevos farmacos en aplicaciones de la quimica farmacéutica han permitido ahorrar
recursos destinados para tal fin. La aplicacion de estos métodos depende de la
informacion que se tenga, por ejemplo, para busquedas de nuevos compuestos
activos, se pueden tener dos casos: disefio basado acoplamiento molecular,
teniendo la enzima (blanco biolégico) y sobre esta busca ligandos que generen una
respuesta bioldgica deseada (Docking) 3! o tener ligandos que posean actividad
biolégica y buscar compuestos con las mismas propiedades biolégicas®, estos
estudios deben estar respaldados por modelos experimentales que suministren la
informacion para verificar la eficiencia del modelo computacional, estos son los
métodos computacionales mas utilizados .

3.1.2 Farmaco6foro

La primera definicion de farmacéforo fue realizada en el afio 1990 por Paul Ehrlich
como “una unidad central molecular que transporta los rasgos esenciales
responsables para la actividad biolégica de un farmaco” **. Actualmente la definicion
segun IUPAC de un farmacéforo es:” un conjunto de rasgos estéricos y electrénicos
gue es necesario para asegurar las 6ptimas interacciones supramoleculares con un

blanco biolégico especifico y para desencadenar o bloquear su respuesta biolégica"
35-36

Un modelo de farmaca6foro se utiliza para definir los rasgos esenciales de una o mas
compuestos con la misma actividad biologica. Luego en una base de datos con
diversos compuestos se buscan moléculas que posean similares caracteristicas
(hidrofébica, aceptor de hidrégenos, aromatica, donador de hidrégenos, polar
negativa, polar positivas) localizados a una distancia similar. De esta manera es
posible identificar, por medio de un cribado de bases de datos o librerias de
moléculas, nuevos compuestos que se unirdn al mismo receptor, por ende, se
supone que estos nuevos compuestos predichos tendran una actividad bioldgica
similar 37-38,

Una aplicacion de un modelo farmacoéforo fue utilizado en el descubrimiento de
nuevos compuestos antifiingicos, contra Candida albicans, En el estudio buscaban
la inhibicion de la enzima oxidoescualeno ciclasa importante para la formacion del
lanosterol intermedio de la biosintesis del ergosterol. Los investigadores realizaron
un cribado virtual por acoplamiento molecular (molecular docking) usando la base
de datos DrugBank que contiene 3358 compuestos. Dado que los inhibidores de la
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enzima mostraron un modo de unién de conformacién similar en el sitio activo, se
construyd un modelo de farmacéforo basado esta postura, obteniéndose 143
compuestos con las caracteristicas farmacoféricas, luego con estas estructuras
realizaron un tamizaje y postularon 5 candidatos, los cuales fueron probados
experimentalmente y obteniendo compuestos con mayor actividad 2.

3.2 Metodologia

3.2.1 Estudio de la actividad antifungica.

3.21.1 Cepa utilizada

Para la actividad antifungica se utilizé el hongo Fusarium oxysporum f. sp passiflorae
preservado en el laboratorio de Productos naturales Vegetales de la Universidad
Nacional de Colombia. La cepa fue mantenida en un medio de agar de papa —
dextrosa (PDA) en incubadora a 25 °C.

3.2.1.2 Ensayo de inhibicion de crecimiento del micelio

La actividad antifungica de los compuestos aislados y compuestos sintetizados se
determiné usando el ensayo de inhibicién de crecimiento del micelio de F. oxysporum
f. sp. passiflorae. Para realizar el ensayo, se hicieron diluciones en serie de los
compuestos puros con concentraciones finales de 500; 100; 50; y 10 pg/mL en etanol
y con medio de cultivo PDA. Luego, las soluciones se distribuyeron en cuatro pozos
(500 L x pozo) en una placa de 12 pozos (4 pozos /concentracion) (se colocaron en
cada placa 4 controles negativos) y se dejaron solidificar. La concentracion final de
etanol en el medio fue del 2%. El control positivo utilizado fue Benomyl® *y el control
negativo fue el solvente (Etanol).

A continuacién, se realizé la inoculacién del hongo Fusarium oxysporum f. sp
passiflorae sobre cada pozo mediante la transferencia de esporas por contacto con
un asa con punta de una caja que contenia el hongo con 3 dias de crecimiento. Se
incubo en oscuridad a 28 ° C durante 48 horas. Pasado ese tiempo se midieron los
diametros de crecimiento del micelio con cada tratamiento y de los controles
negativos. El diametro de la colonia formada se midi6 a partir de imagenes
escaneadas de cada caja con un programa de procesamiento de imagenes (Imagen
J). El pardmetro utilizado para determinar la actividad de los compuestos aislados es
el porcentaje de inhibicion del crecimiento, que se calcula comparando el diametro
de las colonias tratadas con las de control. Los resultados se calculan como Clsg,
gue corresponde a la concentracion efectiva de un agonista que inhibe la mitad del
crecimiento del patégeno, calculado con Statgraphics Software. La concentraciéon
inhibitoria 50 (Clso) se le determino a los compuestos que presentaron un porcentaje
de inhibicibn mayor a 50 % a la maxima concentracion evaluada. Algunos
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compuestos que presentaron porcentajes de inhibiciobn mayores a 60 % a la minima
concentracion evaluada, fueron diluidos y ensayados de nuevo®.

3.2.1.3 Actividad fungicida o fungistatica

La actividad fungicida o fungistatica se determiné después del ensayo de inhibicion
de crecimiento del micelio, con los compuestos que presentaron un porcentaje de
inhibicion del 100%. El ensayo se realiz6 transfiriendo un trozo del medio, obtenido
del pozo donde se inocul6 previamente el hongo con el compuesto a una caja de
Petri con medio PDA estéril y se incub6 en oscuridad a 28° C durante 48y 72 horas,
para observar los efectos fungicidas o fungistaticos 4*. Si el hongo vuelve a generar
colonia se considera que el compuesto ensayado posee una actividad fungistatica
0, por lo contrario, no se observa ningln crecimiento de colonia, el compuesto es
considerado fungicida.

3.214 Ensayo de inhibicién de germinacion y crecimiento
(fitotoxicidad)

Para el estudio de fitotoxicidad se utilizaron semillas de las especies vegetales
Lactuca sativa (lechuga Teresa® (Fito, Espafia) y Lolium perenne (Un tipo de
césped). Ambas semillas fueron seleccionadas por su capacidad germinativa y su
rapido crecimiento de 24 y 72 horas respectivamente. Se estudio el posible efecto
alelopatico o fitotoxico de los compuestos naturales y sintetizados que presentan
actividad antifungica sobre la germinacion de las semillas y la longitud radicular y
foliar de L. perenne, y sobre la germinacién y longitud radicular de L. sativa.

Este ensayo se realiz6 en cajas de 12 pozos. Se colocéd discos de papel filtro
Whatman n°® 1, de 2,0 cm de diametro en el fondo de cada pozo, previamente
tratados con 10 pL de una solucién de 5 mg/mL del compuesto en acetona como
disolvente, para obtener una cantidad final del compuesto en el papel filtro de 50
ug/cm?. En cada pozo se introdujeron 10 semillas y se humedecieron con 500 uL de
agua. Las cajas se sellaron con parafilm y se colocaron en una cdmara de cultivo a
25 °C, Humedad relativa >70% Yy periodos de luz 16 h y oscuridad 8 h, durante 7
dias. Se realizaron 4 réplicas por muestra. Como control de crecimiento para el
ensayo se dispusieron 100 semillas en una caja de 12 pozos sin ningln tratamiento
42

Cada 24 horas se cuentan la cantidad de semillas germinadas hasta completar los
7 dias, empezando a las 72 horas para L. perenne y a las 24 horas para L. sativa.
En el dia 7, ademas de contar la germinacion, a 25 plantas seleccionadas al azar de
cada experimento, se les midio la longitud radicular (L. sativa y L. perenne) y foliar
(L. perenne) que fueron procesadas en una hoja de papel para posterior
digitalizacién y medicion con un programa de procesamiento de imagenes (Imagen
J) 4,
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3.2.2 Estudio computacional.

3.21.1 Modelado molecular.

Los compuestos utilizados para la determinacion del modelo farmacaforico fueron
los compuestos que presentaron mejores valores de Clso Yy menor efecto fitotoxico:
S3b, S4b, N10 y Sif. Debido a que el compuesto S4b es una mezcla racémica, se
utilizaron las estructuras S4bR y S4bS para los isbmeros R y S respectivamente. La
optimizacion geométrica de estos estos ligandos se realiz6 mediante mecénica
molecular utilizando el campo de fuerza MMFF y el semiempirico PM3, obteniendo
la estructura en un minimo de energia. Los calculos fueron realizados con el
programa Gaussian16 4, la geometria resultante se guardé en formato pdb.

3.2.1.2 Representacion de los farmacoforos y creacion de base de
datos.

Las cinco estructuras optimizadas fueron visualizadas y alineadas en el programa
Maestro *° y se guardaron en formato .sdf. En el software de modelado del
farmacoéforo ZINCPharmer %6 se obtuvieron las representaciones y las caracteristicas
de cada farmacoforo directamente desde su estructura. Para cada modelo de
farmacoforo se realizé un cribado virtual en la base de datos ZINC Purchasable
utilizando los siguientes filtros: maximas conformaciones de Hits =1, Maximo Total
Hits = 100; Maximo RMSD = 1, peso molecular entre 100 y 600 g/moly de 1 a 4
enlaces rotables. Obteniendo una base de datos con 500 candidatos (Hits) con
similares caracteristicas de farmacdéforo (100 Hits por cada estructura). Donde a
menor valor de RMSD posee mayor similitud a las caracteristicas de farmacé6foro 4"
48 De cada grupo, se seleccionan las primeras 15 estructuras de menor valor de
RMSD vy se realizé una busqueda de reportes de actividad antifiingica en las bases
de datos ChEmBL y SciFinder, seleccionando 4 estructuras por grupo, que podrian
presentar igual o mayor actividad antifingica contra F. oxysporum sp passiflorae.

3.3 Resultados y discusion

Estudio de actividad antifungica

3.3.1 Ensayo de inhibicion de crecimiento del micelio.

La evaluacion de la actividad antifungica contra F. oxysporum sp passiflorae se
realizé por el ensayo de inhibiciébn de crecimiento del micelio para determinar el
porcentaje de inhibicién causado por una mezcla de esteroles y 7 compuestos
obtenidos del estudio fitoquimico del extracto de inflorescencias, 42 compuestos
sintéticos y Benomil® se usé como control positivo, evaluados a una concentracion
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de 500 g/mL (méxima concentracion evaluada). En la gréfica 3-3 se presenta los
porcentajes de inhibicién obtenidos para 49 compuestos evaluados
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Figura 3-3 Resultados de porcentaje de inhibicion de los compuestos evaluados
contra F. oxysporum sp passiflorae.
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En la Figura 3-3 se observa que 17 de los 49 compuestos evaluados sobre F.
oxysporum sp passiflorae. presentaron un porcentaje de inhibicion de crecimiento
miceliar superiores al 60% de los compuestos naturales y sintéticos, encontrandose
que dos de los compuestos activos corresponden a metabolitos aislados del extracto
de inflorescencias de P. cumanense (Acido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico
(N-10) (100 + 0,0 %) y Acido (2'Z) cuménico (N2)) ( 68,3 + 2,6 %) y que los otros
quince corresponden a compuestos sintéticos. En la Figura 3-4 se ilustran las
estructuras de los compuestos que presentaron promisoria actividad antifungica
sobre el hongo de interés. Los compuestos S1d, Sle, S1f, S1g, S2g, S2h, S3b, y
S4c presentaron 100 % de inhibicién y los compuestos S3g, S2e, S3e, S4e, S2d,
S3d y S4b con % desde 74,4 + 1,4 hasta 94,5 + 3,7 a la maxima concentracion
evaluada de 500 pg/mL.
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Figura 3-4 Estructuras de los compuestos que presentaron actividad antifangica

A los compuestos promisorios se les determind la Clsg expresada en pg/mL y uM,
resultados que se resumen en la Tabla 3-2, organizados de mayor a menor actividad
antifungica.
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Tabla 3-1 Valores de Clsg expresados en pg/mLy uM contra F. oxysporum sp
passiflorae para los compuestos con mayor actividad antifungica.

Compuesto Clso pg/mL Clso uM
(LC* 95%) (LC* 95%)
S2g 1,4 (0,4-2,7) 7,6 (1,3-9,4)
S2h 1,8(1,0-2,1) 9,8 (3,4-11,2)
S3b 6,0 (2,6-16,2) 23,3(9,1-35,8)
S4b 6,4 (4,3-9,5) 24,9 (14,9 - 36,8)
N10 7,2 (1,6-9,7) 35,3 (7,7 - 48,4)
N2 18,7 (10,0-34,9) 52,5 (28,1 - 68,2)
S1if 20,3 (14,9-27,7) 95,7 (51,3 - 98,4)
Slg 18,2 (15,3-25,6) 100,5 (52,7 - 108,3)
S4c 70,5 (51,7-96,1) 332,5(178,1 - 353,3)
S3g 84,5 (58,3-122,5) 382,0 (200,7 - 422,0)
Sle 79,1 (54,5-91,5) 407,3 (387,6 - 515,1)
S3e 112,7 (80,4-157,9) 481,4 (277,0 - 574,6)
S3d 121,0 (79,1-184,5) 549,8 (272,5 - 838,2)
S2e 114,2 (82,2-158,7) 588,5 (523,1 - 646,6)
Sde 159,8 (89,9-199,8) 676,8 (309,7 - 688,0)
S2d 134,6 (113,3-185,4) 747,1 (390,3 - 786,7)
Sid 139,3 (78,4-247,5) 773,2 (270,1 - 852,5)
Benomil® 4,7 (1,8-10,0) 16,3 (6,2 - 34,4)

* Entre paréntesis se encuentra el rango de Limite de Confianza del 95%

El compuesto N10, Acido-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico, fue el compuesto de
origen natural que presenté la mayor actividad antifingica, presenté 100 % de
inhibicion y la menor Clso (7,2 pg/mL) contra F. oxysporum sp passiflorae. El
compuesto N10 presenta estudios previos donde se ha determinado la actividad
antifngica contra Cladosporium cladosporioides y C. sphaerospermum por el
método de bioautografia directa, con un valor MIQ = 5,0 pg (cantidad minima
inhibitoria) presentando una actividad superior al control, los valores de MIQ se
encuentran en el mismo orden de magnitud. (control positivo Nistatina y Miconazol)
4951 "El compuesto N2 acido (2'Z) cuménico, presenta una Clso de 18,7 ug/mL, pero
no hay reportes de estudios de actividad bioldgica para este compuesto.
Este seria el primer reporte de actividad antifingica contra F. oxysporum sp
passiflorae para los compuestos naturales N10 y N2.
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De los compuestos sintetizados S2g, S2h, S3b, S4b y Sif presentan mejores
valores de actividad comparable a la del control positivo °2. La concentracion
inhibitoria Clso de los compuestos sintéticos presenta valores entre 1,4 y 139 pug/mL
y7,6y773,2uM.

Las acetofenonas S2g y S2h, la cromona S3b y cromanol S4b no presentan reportes
sobre actividad bioldgica. Por el contrario, el compuesto S1f, presenta un reporte del
afio 1968, donde se determind su actividad antifUngica contra Cladosporium
carpohillum, Fusarium oxysporum f. niveum, Piricularia, Diaporthe citri y Gloesporium
laeticolor, presentando efecto fungistatico®s.

Como se ve en los antecedentes de los compuestos que presentaron mejor actividad
antifingica, no hay reportes contra el hongo fitopageno F. oxysporum.sp.passiflorae,
siendo este estudio el primer reporte de actividad antifungica sobre este hongo para
todas las sustancias ensayadas.

3.3.2 Relacion preliminar de la estructura-actividad

Al comparar las diferentes estructuras de los analogos de crémenos y los resultados
de la actividad antifingica se busca establecer algunas relaciones estructura-
actividad. Para realizar la comparacion, se establece como nucleo basico el anillo
benzopirano caracteristicos los compuestos tipo derivados de acido benzoico
ciclicos (cromeno). Estos compuestos se caracterizan por poseer un grupo 2,2-
dimetil en la posicién 2, en la posicién 4 un alqueno y en la posicién 6 un grupo acido
carboxilico.

Después del analisis de los resultados se sugiere que posiblemente:

La presencia del grupo 2,2-dimetil en la posicion (R1) es importante para que haya
actividad, por ejemplo, en los compuestos A1-A6 no poseen este grupo y al
determinar su actividad antifingica presentaron porcentajes de inhibicion menores
de 25%.

Los sustituyentes de tipo carbonilo, alcohol o alqueno en (R2) presentan un
comportamiento influenciado segun el sustituyente ubicado en la posicion (R3). Por
ejemplo, la cromona (S3a) tiene R3= H no presenta actividad antifungica. Mientras
que otra cromona bromada en R3 (S3b) presenta una Clso de 6 (5-16 pg/mL).

Los analogos que presentan en (R3) un grupo acido carboxilico o bromo presentan
actividad antifingica. Esta mejora si en R2 es un alqueno para R3 = acido carboxilico
y carbonilo o alcohol para R3= bromo. Los demas sustituyentes utilizados en R3
presentan porcentajes de inhibicion menores de 40%.

En la Figura 3,5 se resume las posible relaciones estructura-actividad de los
compuestos analogos de derivados de acido benzoico contra F.
oxysporum.sp.passiflorae.
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R3=H, Cl, COOCHpg, fenil, NO2 -

No hay actividad R2=cetona o alcohol y R3=Br

R2=alqueno y R3=COOH
R2 PRESENTAN LA MEJOR

ACTIVIDAD

R3 )

Indispensable el grupo
2,2-dimetil

Figura 3-5 Relacion preliminar estructura-actividad antifangica de cromenos

La determinacion de la actividad antifingica de estas sustancias naturales y
sintéticas contribuyen al conocimiento a las propiedades biol6gicas de las muestras
evaluadas y los compuestos activos son promisorios para continuar con ensayos de
actividad antifungica mas especificos y de otros tipos, como ensayos de fitotoxicidad,
en campo, que permitan obtener resultados mas completos. También evidencia el
potencial como futuros agentes fitosanitarios y/o que sirvan como compuestos
plantillas para la busqueda de pesticidas ambientalmente amigables y efectivos para
combatir las enfermedades que causa F. oxysporum.sp.passiflorae.

3.3.3 Actividad fungicida o fungistatica

Este ensayo determind la actividad fungicida o fungistatica de los compuestos que
presentaron 100 % de inhibicidn a una concentracién de 500 pg/mL, se probaron los
compuestos, S1d, Sle, S1f, S1g, S2g, N10, S2h, S4b y S4c. Pasadas 72 horas se
leyeron los resultados del ensayo. Los resultados mostraron que el compuesto N10
no presentd crecimiento de colonias, indicando que el compuesto N10 posee una
actividad fungicida, mientras los demas compuestos presentan una actividad
fungistatica 4. En la Figura 3-6 se observan las cajas de Petri utilizadas en el ensayo
para los compuestos. En cada caja se evalué 2 compuestos (uno arriba el otro abajo
con unareéplica a la derecha enumeradas del 1 hay 9 para los compuestos S1d, Sle,
S1f, S1g, S2g, N10, S2h, S4b y S4c, respectivamente) el control negativo quedo
ubicado en la ultima caja abajo con el numero 10. Se observa en las cajas Petri que
hay nuevamente crecimiento de micelio tratamientos S1d, Sle, S1f, S1g, S2g, S2h,
S4b, S4c y en el control negativo.
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Figura 3-6 Ensayo fungicida y fungistatica para los compuestos 1*=S1d, 2*=Sle,
3*=S1f, 4*=S1g, 5*=S2¢g, 6*=N10, 7*=S2h, 8*=S4b y 9*=S4c. *= ubicacion en las
cajas Petri utilizadas en el ensayo, 10= control negativo.

3.3.4 Ensayo de fitotoxicidad.

Se estudié el posible efecto alelopéatico o fitotoxico de los compuestos que
presentaron actividad antifungica contra F. oxysporum.sp.passiflorae sobre la
germinacion de las semillas y la longitud radicular y foliar de Lolium perenne, y sobre
la germinacion y longitud radicular de Lactuca sativa. En la Figura 3-4 se muestran
los resultados del efecto que generan los compuestos sobre germinacion de las
semillas de L. perenne y L. sativa. Donde, en el control negativo se obtuvo un 99,4
+ 1,6% de germinacion, los valores negativos significan que produce un efecto
negativo de germinacion.

Efecto sobre la germinacion

20,0
0,0 ! l al!
(2
K B R EREE R E |k S
-20,0
-40,0
-60,0

-80,0

-100,0

M Lolium perenne W Lactuca sativa

Figura 3-7 Efecto de los compuestos activos frente la germinacion de semillas de L.
perenne y L. sativa
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El efecto que también se observo fue el que crecimiento radicular y/o foliar de las
semillas de L. perenne y L. sativa, el valor del control negativo es 0, con el que se
hace la comparacion de las sustancias, donde, los valores negativos significan que
produce un efecto negativo de germinacién y crecimiento respecto al control negativo
y los valores positivos, un efecto que favorece la germinacién y/o crecimiento. En el
Anexo 3-2 se muestra el resultado el efecto en la germinacion de semillas de L.
perenne y L. sativa a las 168 h 43,

Tabla 3-2 Efecto fitotdxico de las sustancias evaluadas

Lolium perenne Lactuca sativa
Compuesto Crecimiento (%C) Crecimiento (%C)
(50 pg/cm?) Radicular Foliar Radicular

Benomil® -82,1+5,7 -90,9+8,8 0,0+0,0
N2 -38,2+6,9 -31,7+5,2 -449+0,3
N10 24,4+2,1 6,5+0,9 -3,8+1,7
Sid -26,7+6,0 -18,2+2,7 -27,0+£7,0
Sle -50,0+9,0 -45,5+7,4 -65,4+9,7
Sif 22,4+ 4,0 -8,5+0,9 9,0+1,3
Sig -20,0+1,3 -51,2+1,9 -73,6 £8,2
s2d 25,7 +3,2 -26,7+3,9 4,0+2,5
S2e -100,0 £ 0,0 0,0+0,0 -37,4+2,3
S2g -100,0+ 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
S2h -100,0 £ 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
S3b -189+1,9 -38,2+6,9 -9,7+1,7
S3d -22,6£2,8 -11,3+1,5 4,8+0,3
S3e -18,4+2,1 -30,9+3,6 49+0,3
S3g -42,2+7,9 -37,4+8,2 -40,0+9,3
S4b -21,9+4,1 -36,1+5,4 -23,4+0,6
S4c -100,0 £ 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Sde -16,2+1,8 -28,6 £3,3 -31,5+13,5

El efecto fitotdxico de las sustancias evaluadas presenta unos efectos muy variados
en germinacion y crecimiento, por esta razén se analizaron los efectos de las
sustancias que presentaron los mejores valores de Clso en el ensayo de inhibicion
de crecimiento de micelio. En la Figura 3-11 se muestra los efectos generados por
las sustancias mas activas en la germinacion y crecimiento de semillas de L. perenne
y L. sativa.

Los compuestos S2g y S2h presentan los mejores valores de actividad antiflingica,
pero sus efectos sobre las germinacion y crecimiento son altos, ya que inhibe la
germinacion en un 100 % de las semillas de L. perenne y L. sativa, por ende, no hay
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crecimiento de radicular y foliar. Estos compuestos poseen un grupo nitro, que
posiblemente es el responsable de su elevada toxicidad en este ensayo, hay
antecedentes que los compuestos aromaticos con grupo nitro son toxicos, por
ejemplo, en el medio ambiente, exhiben una toxicidad excesiva para el pez cebray
pueden clasificarse como compuestos reactivos °°, generan afectaciones en la salud
humana, generando hepatotoxicidad, efectos hematologicos, actividad mutagénica
y genotoxica, entre otros trastornos 68, El compuesto S1g también presenta un
efecto alto, inhibe en un 86,1 % la germinacion y crecimiento de L. sativa y de un
poco menor la germinacion y crecimiento de L. perenne, el compuesto S1g presenta
un grupo nitro, el cual seria responsable de dichos efectos.

Efecto fitotdxico de sustancias con los menores valores de
Cls, contra F. oxysporum.sp.passiflorae

40
20 i I
. A il i
% LI BT
220 P T I L
1
-60
-80 I
-100 = = =
B % Germinacidn L. perenne B % Germinacidn L. sativa Crecimiento Radicular L. perenne

B Crecimiento Foliar L. perenne M Crecimiento Radicular L. sativa

Figura 3-8 Efecto fitotoxico de los compuestos mas activos contra F.
oxysporum.sp.passiflorae.

El compuesto S4c, un cromanol clorado al igual que los compuestos nitro, presenta
efectos altos, fue capaz de inhibir en un 100 % la germinacion de las semillas de las
dos especies. Los compuestos clorados generalmente son utilizados como
pesticidas sintéticos y presentan problemas asociados a estos, como es su alta
toxicidad >°-°,

Los compuestos S2g, S2h y S4c presentan efectos méas toxicos, que los que
presenta el control positivo Benomil® utilizado generalmente en los cultivos de
gulupa. El fungicida Benomil® presenta efectos sobre la germinacion y crecimiento
altos, inhibe la germinacion del L. perenne alrededor del 40 y 100 % para L. sativa 'y
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afecta considerablemente el crecimiento de radicular y foliar en L. perenne.
Adicionalmente a este estudio el fungicida Benomil® presenta otros estudios
toxicolégicos en mamiferos de laboratorio indican que el Benomil® causa toxicidad
hepética, efectos reproductivos y anomalias cromosémicas 39 61-63,

El efecto sobre la germinacién del compuesto S3b es 37,8 + 8,0 % para L. perenne
similar al control positivo, pero para L. sativa es de - 20,4 £ 2,3 mucho menor que
este control, los efectos sobre el crecimiento radicular y foliar reducen la longitud de
crecimiento respecto al control, pero no es significativo.

Los compuestos N10 y Sif presentan los efectos menaos significativos respecto al
control, presentan porcentajes de inhibicion bajos, permitiendo la germinacion de
alrededor del 85 % de las semillas y sus efectos en el crecimiento radicular y foliar
son de valores positivos, favoreciendo el crecimiento de la radicula de L. perenne.

La determinacion de la fitotoxicidad de estas sustancias nos muestra que las
acetofenonas S2g y S2h que poseen grupos nitro en el anillo aromatico y el
compuesto benzopirano clorado S4c presentan la mayor toxicidad, seguido del
control positivo. Los compuestos naturales presentan los menores efectos toxicos
respecto a los sintéticos.

Después de analizar los datos se seleccionaron los compuestos que poseen la mejor
actividad, los mejores Clsp ¥y los menores efectos téxicos, los compuestos
seleccionados son S3b, S4b, N10 y S1f, con estos compuestos se realizo el estudio
computacional.

Estudio de computacional

El estudio computacional se realiz6 basado en ligando, realiz6 un estudio basado en
farmacoforos, utilizando los compuestos S3b, S4b = (S4bR, S4bS), N10 y S1if para
predecir compuestos que puedan presentar mayor actividad antifingica.

3.34.1 Modelado molecular de los compuestos.

Las estructuras de los compuestos seleccionados por la parte experimental se
optimizaron con el software Gaussian 16 y visualizadas en el programa Free
Maestro. En la Tabla 3-3 se muestran las estructuras en 2D y 3D.
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Tabla 3-3 Estructuras en 2D y en 3D.

Ligando MarvinSketon Free Maestro

S3b

S4bR

S4bS

N10

Sif

3.34.2 Representacion de los farmacéforos y creaciéon de base de
datos.

Las estructuras fueron enviadas a la plataforma Zincpharmer online en formato. json,
donde fueron representadas los farmacoéforos para cada una de las estructuras. En
la Figura 3-9 se muestran las representaciones de los modelos farmacoféricos.

En la Tabla 3-4 se indican las caracteristicas farmacoforicas en diferentes colores
mostradas en la Figura 3-9. Los cinco farmacoforos presentan en comudn la
caracteristica hidrofébica, en color verde, debido que presentan el grupo 2,2-dimetil
y en S1f un metil; en color amarillo la caracteristica de aceptor de hidrogenos, por la
presencia del atomo de oxigeno formando enlace éter entre la zona hidrofébica y la
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zona aromética, la zona aromatica en color morado. Para los farmacoféros de S4bR
y S4bS por poseer el grupo hidroxilo presentan la caracteristica de donador de
hidrogeno y en S5d se evidencia la presencia dos zonas de caracter anionico y
aceptor de hidrogeno debido al grupo carboxilico presente en su estructura 4.

Tabla 3-4 Caracteristicas de los farmacéforos

Color Clase de farmaco6foro
Verde Hidrofobico
Morado Aromatico
Amarillo Aceptor de hidrogeno
Blanco Donador de hidrogeno
Rojo Anién

Figura 3-9 Representacion de los modelos farmacoféricos.
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3.34.3 Obtencion de la base de datos de farmaco6foros similares

Ya establecidas las caracteristicas de cada uno los farmacéforos se realiz6 un
cribado virtual en la base de datos de ZINCPharmer, obteniendo 100 estructuras de
compuestos con caracteristicas farmacoféricas similares para cada farmacoforo, en
total 500 Hits, estos fueron clasificados de menor a mayor RMSD (desviacion
cuadratica media) y se seleccionaron los 15 primeros compuestos (Hits), en la Tabla
3-5 se muestran los resultados de este tamizaje.

Tabla 3-5 Compuestos seleccionados para cada farmacoéforo, segun los reportes de
actividad antifingica, menor valor de RMSD vy similitud estructural.

Sif Reportes

—————— RMSD — Actividad biol6gica Bibliografia
Caédigo Zinc ChEmBL SciFinder
ZINC02562325 0,132 X X
ZINC04666346 0,168 X X
Antifangica Botritis
ZINC26892884 0,182 X sl Ci?]erea 65
ZINC00809956 0,216 X X
ZINC01690479 0,248 X X
ZINC00080897 0,344 X X
ZINC01621393 0,353 X S| A”tim”gifﬁg’gfpergi"us =3
ZINC01586635 0,354 X Sl A”tim”gi‘r’ﬁg"gfpergi”us 53
ZINC03071609 0,358 X X
ZINC80412701 0,368 X X
ZINC79415000 0,378 X sI Antifingica Candida 66
albicans

ZINC35323903 0,39 X X
ZINC07062497 0,416 X X
ZINC12534192 0,417 X X
ZINC32426977 0,419 X X

S3b Reportes Actividad - .
Cédigo Zinc RMSD ChEmBL SciFinder biol6gica Bibliogratia
ZINC09318839 0,364 X X
ZINC72334235 0,369 X X
ZINC19589703 0,376 X X
ZINC12904132 0,379 X sl

Antifungica F.
ZINC40584467 0,387 X SI oxysporum, 67
Rhizoctonia solani
ZINC85789010 0,403 X X
ZINC33385068 0,403 X sl Caﬁ;ﬂg‘gﬂ;‘fg‘ans 68
ZINC72204263 0,405 X sl
ZINC74192554 0,406 X X
ZINC54397724 0,406 X X
Antifingica
ZINC00114133 0,408 Sl Sl Candida albicans; F 69-70
oxysporum

ZINC84598464 0,413 X sl

ZINC06650995 0,414 X X
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Continuacién Tabla 3-5

ZINC59488098 0,416
ZINC40803023 0,416

S4bR

—— 5 RMSD
Cédigo Zinc

Observaciones

ZINC00161264 0,054
ZINC38867734 0,064
ZINC90075521 0,171
ZINC89857752 0,171
ZINC93082412 0,171
ZINC89620228 0,171
ZINC90116676 0,171
ZINC90526602 0,171

ZINC90075522 0,172

ZINC90649854 0,172
ZINC90453000 0,172
ZINC89682845 0,172
ZINC90018957 0,172
ZINC89621750 0,172
ZINC90116675 0,172

Menor valor de RMSD

Similitud estructural

Similitud estructural

Presente en el grupo de
S4bS

S4bS

—— -5 RMSD
Cdédigo Zinc

Observaciones

ZINC90649843 0,216
ZINC95422408 0,216

ZINC90074692 0,22

ZINC90649852 0,221
ZINC63883109 0,235
ZINC03124403 0,282
ZINC75629529 0,283
ZINC00402546 0,289
ZINC20355743 0,289

ZINC89620228 0,315

ZINC90075522 0,318
ZINC05918518 0,322
ZINC00203125 0,325
ZINC00374743 0,348
ZINC93396767 0,356

Menor valor de RMSD

Presente en el grupo de
S4bR

Similitud estructural

Presente en el grupo de
S4bR

S5d

—— - -5 RMSD
Cdédigo Zinc

Observaciones

ZINC87333928 0,058

ZINC38530036 0,147
ZINC39951884 0,161
ZINC47203227 0,199
ZINC19256081 0,205
ZINC70582532 0,218
ZINC94348625 0,219
ZINC71261593 0,238
ZINC39951906 0,24

X X
X X
Reportes
ChEmBL SciFinder
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
Reportes
ChEmBL SciFinder
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
Reportes
ChEmBL SciFinder
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

Menor valor de
RMSD

Similitud estructural

Similitud estructural
Similitud estructural
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Continuacion Tabla 3-5

ZINC67244887 0,247 X X
ZINC67244890 0,247 X X
ZINC61848611 0,268 X X
ZINC94348714 0,269 X X
ZINC86792529 0,27 X X
ZINC94214002 0,271 X X
3.344 Tamizaje en la seleccién de los farmacoforos.

Después de obtener 15 estructuras seleccionados por cada farmacoforo, se
analizaron la similitud estructural y reportes bibliograficos para seleccionar cuatro
estructuras de compuestos que probamente presenten actividad antifingica contra
F. oxysporum.sp.passiflorae. En la Tabla 3-6 se muestran las estructuras de estos
compuestos, candidatos a futuros ensayos para verificar la actividad biol6gica
antifangica.

Tabla 3-6 Resultados del tamizaje de los cinco farmacoforo, donde se muetra la
estructura en 3D y su estructura obtenida por ZincPharmer mosrando las
caracteristicas de farmacorofo.

Si1f Free Maestro ZincPharmer

2-(4-AcetoxlIfenil) benzotiofeno

-
1 00«90 ;
|
Acido 2-cloroacetico-[4-(4-bromofenil) fenil]-ester
) -
\ |
Acido 2-cloroacetico -[4-(3-bromo-4-fenil) fenil]-ester

3

4

Continuacion Tabla 3-6




Capitulo 3. Estudio de actividad antifingicay modelado de farmacoéforo a 113
partir de los compuestos aislados y sintetizados

S3b Free Maestro ZincPharmer
N-(1,3-benzodioxol-5-il)-6-imidazol-1-il-5-nitro-pirimidina-4-amina

o,

2-methil-4H-3,1-benzoxazina-4-ona

4 & _
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Continuaciéon Tabla 3-6

S4bR Free Maestro ZincPharmer

3-Bromo-4-hidroxi-2,2-dimetil-croman-6-carbonitrilo

(3R)-3-[[(4S)-epiro[cromano-2,1'-ciclobutano]-4-ilJlamino]-1-(2,2,2-trifluoroetil)pirrolidina-2-
ona

Continuacion Tabla 3-6
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S4bS Free Maestro ZincPharmer
(4R)-N-[[(3R)-1,4-diazabiciclo[2.2.2]octan-3-ilmetillespiro[cromano-2,1'-ciclobutano]-4-
amina

ona

Continuacién Tabla 3-6

Sbd Free Maestro ZincPharmer
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Acido-2-bromo-4-etoxi-benzoico

R

1
Acido-3-bromo-4-(difluorometoxi)benzoico
b
2
Acido-6-(ciclopentiloxi) nicotinico
3
p.
Acido-5-etoxipirazina-2-carboxylico
4

‘oo

Se debe tener en cuenta que de las estructuras hay unas poseen grupos
voluminosos que podrian afectar la interaccion del ligando con el sitio activo de la
diana "%, que las estructuras muy pequefias pueden presentar afinidad con diversas
dianas, por estas razones se debe validar el modelo, verificando la actividad de los
compuestos candidatos por medio de ensayos experimentales.
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3.4 Conclusiones

La determinacion de la actividad antifungica contra F. oxysporum f.sp.passiflorae de
49 compuestos naturales y sintéticos, son un aporte en las investigaciones en la
busqueda de sustancias con propiedades antifungicas, siendo el primer reporte de
las propiedades bioldgica para la mayoria de las sustancias, en esta investigacion
se concluye:

e De los compuestos aislados de extracto de inflorescencias se encontré que
los compuestos N10 y N2 presentaron la mejor actividad antifangica con los
mejores valores de Clsp 35,3 y 52,5 uM respectivamente, contra el hongo
fitopageno. Adicionalmente el compuesto N10 es el Unico compuesto que
presenta actividad fungicida, también presenta efectos toxicos bajos en el
ensayo de germinacion de semillas de L. perenne y L. sativa, haciéndolo un
compuesto interesante para la optimizacion en la busqueda de agentes
fitosanitarios.

e De los 42 compuestos sintéticos, 18 compuestos lograron inhibir el
crecimiento del hongo fitopageno en un rango de 78,8 al 100%. Pero ningun
compuesto sintético present6 actividad fungicida, todos poseen una actividad
fungistatica. Los compuestos S2g, S2h, S3b, S4b y S1f poseen las menores
Clso de 7,6; 9,8; 23,4; 24,9 y 95,7 uM respectivamente.

e Del analisis preliminar de la relacibn de estructura-actividad de los
compuestos tipo cromenos, se evidencia que la actividad antifangica contra
el hongo de estudio puede variar segun posiciones y tipos de grupos
funcionales. Observandose que la ausencia del grupo 2,2-dimetil genera la
perdida de la actividad. La presencia de grupos carbonilo o hidroxilo puede
aumentar la actividad, pero influye el sustituyente en la posicion 6, por
ejemplo, cuando esta presente un atomo de bromo es favorable la actividad,
mientras con otros sustituyentes ensayados la actividad es casi nula. Cuando
los compuestos poseen grupo acido carboxilico en posicion 6 y alqueno,
presenta una mejor actividad, pero si en vez de un alqueno hay una cetona
o0 alcohol disminuye la actividad.

e En el estudio computacional realizado se obtuvieron 500 resultados de
estructuras con similares caracteristicas farmacoforicas, de las cuales al final
del tamizaje realizado teniendo en cuenta bibliografia y menor valor de RMSD
se postularon 4 estructuras por cada farmacoforo utilizado, estos compuestos
posiblemente pueden presentar actividad antifngica contra F. oxysporum
f.sp.passiflorae.
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3.5 Anexos actividad antifangica

Resultados de porcentaje de inhibicion y valores de Clsp contra F. oxysporum sp passiflorae para

compuestos evaluados.

Sustanci % Inhibicién Clso pg/mLP® Sustancia % Inhibicién ? Clso pg/mL"®
a a
Benomil 99,4+0,3 4,7 (1,8-10,0) S2e 78,8 £3,5 114,2 (82,2-158,7)
®
N1 35,4+2,3 S2f 58,3+0,5 127,7 (109,4-
192,6)
N2 68,3+2,6 18,7 (10,0- S2g 100,0+0,0 1,4 (0,4-2,7)
34,9)
N3 39,4+1,5 S2h 100,0+0,0 1,8(1,0-2,1)
N4 0,0+£0,0 S3a 31,0+7,4
N5 0,0+£0,0 S3b 100,0+0,0 6,0 (2,6-16,2)
N8 36,921 S3c 24,3+29
N9 9,4+1,0 S3d 92,3+5,0 120,8 (79,1-184,5)
N10 100,0£0,0 7,2 (1,6-9,7) S3e 82,0+2,2 112,7 (80,4-157,9)
Al 37,4+0,5 S3f 21,1+3,3
A2 38,6+1,8 S3g 74,4 +1,4 84,5 (58,3-122,5)
A3 30,1+1,1 S4a 43,9+4,3
A4 18,8 £ 2,5 S4b 94,5+ 3,7 6,4 (4,3-9,5)
A5 19,6 £2,3 S4c 100,0+0,0 70,5 (51,7-96,1)
A6 20,3+0,8 S4d 39,0+3,8
D1 12,0+ 2,7 S4e 83,8+1,0 159,8 (89,9-199,8)
D2 49,0+ 4,6 Saf 53,0+£2,3 126,1 (117,7-
216,8)
Sic 21,2+3,2 S5a 13,3+3,1
Sid 100,0£0,0 139,3 (78,4- S5b 32,4+5,0
247,5)
Sle 100,0£0,0 79,1 (54,5- S5¢ 6,8+3,2
91,5)
S1f 100,0£0,0 20,3 (14,9- S5d 100,0+0,0 7,2 (1,6-9,7)
27,7)
Slg 100,0+0,0 18,2 (15,3- S5e 38,0+9,5
25,6)
S2a 12,9+2,2 S5f 22,4+25
S2b 24,2+1,8 S6a 66,3+1,6 187,7 (130,5-
216,8)
S2c 15,2+2,8 S6b 28,3+1,1
S2d 86,0+1,9 134,6 (113,3- S7 21,7+2,4

185,4)

a=La concentracién maxima probada fue de 0,50 mg/ml. El dato se representa como Media *
error estandar (n = 4).
b= Los datos se presentan como valores de Clso con los intervalos de confianza del 95%

obtenidos por regresion no lineal (n = 4 para cada concentracion). Control positivo utilizado

Benomil®.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar ensayos de actividad bioldgica antifiingica contra otras
especies de hongos fitopatégenos. Para revisar si los compuestos naturales y
sintéticos evaluados presentan actividad contra otras especies y asi podrian ser
agentes antifungicos multifuncional.

Realizar la obtencion de los compuestos predichos por el modelo de farmacéforo
ya sea por la compra o sintesis y realizar la determinacion del Clso por el método
de inhibicion de micelio para determinar si presentan actividad y asi validar el

modelo computacional.





