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VI Resumen

RESUMEN

El presente trabajo muestra los resultados obtenidos del estudio fitoquimico del extracto
etandlico de madera de la especie Piper imperiale. Este estudio se realiz6 con el fin de
contribuir con el conocimiento quimico y de actividad biologica del género Piper,
particularmente con los resultados de actividad citotoxica en lineas celulares de cancer
humano. Del extracto etandlico de madera de P. imperiale se lograron aislar 2 compuestos
nombrados como CV y P1, donde el compuesto CV fue propuesto como un compuesto
terpénico y P1 como un compuesto alcaloidal. Ambos compuestos se compararon mediante
CCD con un patrén de berberina, y el revelado de dragendorff para el compuesto P1 mostré
que el compuesto dio prueba positiva para alcaloides, con este resultado de P1 se realizé la
prueba de viabilidad celular, mediante la técnica de MTT, tiendo como resultado del
compuesto P1 presenté moderada toxicidad en células sanas de pulmon, y baja toxicidad en

células de cancer de mama.

Palabras Claves: Piper Imperiale, citotoxidad, cancer.

ABSTRACT

The present work shows the results obtained from the phytochemical study of the ethanolic
extract of wood from Piper imperiale. This study was carried out with the aim of contribute
to the chemical and biological knowledge of the Piper genus, specially with the results of
cytotoxic activity in human cancer cell lines. Two compounds named CV and P1 were
isolated from the ethanolic extract from the wood of P. imperiale, where the CV compound
was proposed as a terpene nucleus. Both compounds were compared by CCD with a
berberine standard, and the dragendorff response for compound P1 sugest that the compound
present a positive test for alkaloids. Finally the P1 the cell viability test was performed in
human breast cancer cells, using the MTT technique, resulting a high cytotoxicity in healthy

lung cells, and low in breast cancer cells.

Keywords: Piper Imperiale, cytotoxicity, cancer.
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1. INTRODUCCION

La palabra cancer es el nombre genérico que se le da a una coleccién de enfermedades que
se encuentran relacionadas entre ellas. Existe una gran cantidad de tipos de cancer donde en
todos, algunas de las células del cuerpo comienzan a dividirse sin parar y se dispersa a los
tejidos vecinos. El cancer puede iniciar casi en cualquier parte del cuerpo humano, que se
compone de billones de células. Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para
formar nuevas células cuando el cuerpo las necesita. Cuando las células envejecen o se dafian,
mueren y son reemplazadas por nuevas células. Cuando el cancer se desarrolla, este proceso
cambia, a medida que las células se vuelven mas y méas anormales, las células viejas o
dafiadas sobreviven cuando deberian morir, y las nuevas células se forman cuando no son
necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse sin control al punto que pueden formar
tumores. (National Cancer Institute, 2015)

El cancer junto a las enfermedades cardiovasculares, es una de las principales causas de
mortalidad en el mundo actualmente, alcanzando a una de cada cuatro personas. Aunque se
destinan altas cantidades de dinero en algunas partes del mundo, tanto al tratamiento como a
las investigaciones encaminadas a erradicarlo, todavia existen importantes vacios en nuestro
conocimiento y comprension de esta enfermedad. Numerosos analisis epidemioldgicos
confirman que la mayor parte de los canceres surgen como consecuencia de factores
medioambientales y entre ellos, nuestra alimentacién juega un papel absolutamente
trascendental (Argilés & Lpez-Soriano, 1998). La Agencia Internacional para Investigacion
en Cancer (IARC) estimo que en el afio 2002 hubo 10.9 millones de casos nuevos de cancer
y 6.723.887 muertes por cancer a nivel mundial, segin la OMS el nimero de casos se elevara
a 15 millones para el afio 2020.

Existen diferentes tipos de cancer, en la Tabla No.1 se presentan los tipos con su
correspondiente incidencia en el mundo al inicio de este siglo. Mas de un millén de casos
nuevos de cancer de pulmon, cancer de la mama, cancer de colon y cancer del estbmago se
presentaron al comenzar el siglo 21; el nimero de casos nuevos de cancer de prostata,
hepatocarcinoma y cancer de cuello uterino sobrepaso el medio millén; con menor cantidad

de casos, pero con una frecuencia importante se presentaron cancer de eséfago, vejiga,
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linfoma leucemia, cancer de cavidad oral, pancreas, faringe, rifidn y otros que totalizaron los
10.862.496 casos de cancer registrados en el mundo hasta el afio 2002.(Lifshitz, 2007)

Tabla 1 Incidencia mundial del cancer, 2002. (Lifshitz, 2007)

Sitio Numero Porcentaje
1. Pulmdn 1352132 12.44
2. Mama 1.151.298 1059
3. Colony Recto 1.023.152 942
4. Estomago 933.937 8.58
5. Prostata 679.023 6.25
6. Higado 626.162 5.76
1. Cuello uterino 493.243 453
8. Esofago 462117 425
9. Vejiga 356.567 327
11 Linfoma NH 300.571 276
11 Leucemia 00.582 275
12 Cavidad oral 274.289 252
13 Péncreas 232.306 213
14. Faringe 210.339 193
15 Rifdn 208.480 19
16.Ovario 198.783 182
17. Endometrio 198.783 182
18.Sistema Nervioso 189.485 174
19 Melanoma 160.177 147
20 Laringe 159.241 146

El cancer de mama es una enfermedad con gran impacto mundial, es una de las patologias
con mas alta prevalencia en mujeres mayores de 35 afios de edad, siendo el cancer con mayor
tasa de mortalidad en mujeres en casi todos los paises (Angarita & Acufia, 2008). El cancer
de seno o también conocido como mama es un tumor maligno que se origina en las células
del seno. Un tumor maligno es un grupo de células cancerosas que pueden crecer hacia los
tejidos circundantes invadiéndolos o propagarse a areas distantes del cuerpo generando un
proceso de metastasis. Esta enfermedad ocurre en casi todas las mujeres, pero los hombres
también la pueden desarrollar. Existen muchos factores de riesgo que pueden aumentar las
probabilidades de desarrollar cancer de seno un ejemplo de estos son las hormonas, pero ain
no se sabe exactamente como es que algunos de estos factores de riesgo causan que las células
se vuelvan cancerosas (Adn, 2013). Cada mama tiene entre 15 y 20 secciones llamadas
I6bulos que a su vez se dividen en secciones mas pequefias llamadas lobulillos. Los 16bulos
y lobulillos se conectan por tubos delgados conocidos como conductores. EI cancer
intraductal es el tipo de cancer mas comun de seno, este se origina en las células de los

conductos, mientras que el cancer que se origina en los I6bulos o lobulillos se conoce como
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cancer lobular. EI cancer lobular es el tipo de cancer que con mas frecuencia afecta a los dos
senos. Existe otro tipo de cancer de seno conocido como inflamatorio este es un tipo de cancer

poco comun. (Musculo, 2012)

Uno de los compuestos vegetales méas importantes contra el cancer se descubrié en la corteza,
y en niveles bajos en las agujas del tejo del Pacifico una planta poco comun, conocida como
Taxus brevifolia (Figura 1). En 1962 descubrieron el taxol, conocido como paclitaxel, que se
ha convertido en uno de los medicamentos mas efectivos contra el cancer de mama y cancer
de ovario, el cual ha sido aprobado en todo el mundo para el tratamiento clinico de pacientes
con céncer. Proporciono uno de los avances méas importantes en la terapia del cancer, el
paclitaxel tiene actividad anticancerosa inhibiendo la mitosis. EI aumento de los registros de
cancer en todo el mundo ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos que tengan dos
funciones, la primera es que sean toxicos para las células cancerosas y la segunda que no
tengan efectos nocivos sobre las células normales. La busqueda de nuevos medicamentos
contra el cancer se esté realizando en la actualidad con plantas terrestres y marinas; las plantas
se han utilizado durante siglos para tratar enfermedades en distintas partes del mundo,
muchas plantas se consumen por sus beneficios para la salud pertenecientes a la medicina
popular tradicional. En los tltimos afios la investigacion ha logrado generar un aumento en
el nimero de compuestos naturales descubiertos un ejemplo para esto se tiene que, en el 2006
se conocian alrededor de 50.000 de estas sustancias, mientras que, en 2014 el nimero de
sustancias descubiertas aumento alrededor de 326.000, donde del nimero total estas
sustancias 170.000 aproximadamente corresponden a compuestos anti — cancerigenos. Se ha
encontrado que las plantas que se han utilizado en la medicina tradicional durante siglos
poseen una alta actividad bioldgica, existen diferentes métodos para la obtencion de estas
sustancias, un método consiste en la extraccidn de los materiales vegetales y otro consiste en
utilizar herramientas biotecnologicas para producir compuestos anticancerigenos derivados

de plantas.
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Figura 1 Planta de Taxus Brevifolia y estrucutra del taxol.

Las sustancias de origen natural (plantas y animales acuéaticos) que a lo largo de las
investigaciones han presentado propiedades antitumorales pertenecen a distintos grupos de
compuestos, algunos de ellos son alcaloides, diterpenos, diterpenoquinona, compuestos a
base de purina, sesquiterpeno lacténico, péptidos, depsipéptidos ciclicos, proteinas,
poliéteres macrociclicos, etc. Algunos de los obstaculos para la obtencion de estos
compuestos se da en el coste de extraccion, en muchas ocasiones la extraccion a partir de
materiales organicos es mucho méas econémico que una sintesis organica un ejemplo de esto
es la obtencidn de artemisinina, donde 250 kg de hojas rinden de 4 a 5 kg de extracto crudo
de artemisinina, que rinde aproximadamente 1 kg de artemisinina pura. (Lichota &
Gwozdzinski, 2018)

Se han examinado los compuestos bioactivos y extractos de las especies de Piper,
obteniéndose resultados para enfermedades tanto malignas como no malignas, mostrando
eficiencia como agentes anticancerigenos, antitumorales y antimicrobianos en diversos
estudios farmacologicos, adicionalmente se ha encontrado que poseen otras actividades como
antiinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas, antifingicas y antipaltdicas. Los alcaloides
piperina, piperlongumina, guineensina, chabamida y pelitorina, que se han aislado de la
mayoria de las especies de Piper, estos alcaloides pueden inhibir el crecimiento de lineas de
células cancerosas gque inducen la apoptosis y actian como inhibidores de la exportacion
nuclear. Estos compuestos bioactivos pueden mejorar la actividad de los farmacos
quimioterapéuticos con una toxicidad sistémica minima para las células normales durante la

terapia del cancer. (Subramaniam et al., 2019)
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Figura 2 Estrucutras de piperina y piperlongumina.

La familia Piperécea es una de las méas grandes, importantes y antiguas en la historia, desde
hace mucho tiempo se tienen registros del uso de especies de esta familia para diferentes
dolencias, estas variedades de familias se pueden encontrar como hierbas, arbustos o
enredaderas, crecen en climas tropicales, subtropicales templados. Los principales géneros
de esta familia son Piper y Peperomia (Cubana et al., 2015), en Colombia se pueden
encontrar diversas familias de Piper de la cual muchas de sus especies se encuentran en el
Pacifico colombiano, solo el departamento del Choco cuenta con 52% (93 especies), de las

180 Piper registradas para el Pacifico colombiano. (Pino Benitez, 2008)

El género Piper se encuentra conformado con una alta cantidad de especies que poseen
actividad biologica comprobada, las cuales se deben principalmente a una gran variedad de
alcaloides, amidas, propenilfenoles, lignanos, terpenos, flavonoides, entre otros compuestos,
los cuales son bioldgicamente activos contra agentes patogenos. (ARICAPA, 2012)

Figura 3 Ejemplares de la familia piperacea, Piper Pesaresarum y Piper Imperiale.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento fitoquimico y de actividad bioldgica de la especie Piper Imperiale

(Piperaceae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fraccionar el extracto en diclorometano de madera de la especie P. Imperiale por medio de
diferentes técnicas cromatogréficas.

Aislar, purificar e identificar al menos uno de los metabolitos mayoritarios presentes en el
extracto.

Determinar la actividad citotoxica de los compuestos aislados frente a la linea celular MDA-

MB-231 (cancer de mama).
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3. MATERIALES Y METODOS

La muestra vegetal fue recolectada cerca al municipio de Charalé en la vereda de Virolin a
la orilla de la carretera. Una muestra de la especie fue enviada al Herbario Nacional
Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia,
donde fue identificada y clasificada con el nimero COL516757. La madera seca y molida
(547 g) fue sometida a extraccion por maceracion con etanol, obteniéndose 97,5 g de extracto
etandlico. Posteriormente, el extracto se sometid a un proceso de extraccion por Soxhlet con

CHCl_, obteniendo finalmente 17,6 gramos de extracto en diclorometano.

Para la cromatografia en placa delgada (CCD) se utilizaron placas de silica gel 60 F254 de
20x20 cm. Como fase movil se utilizaron una variedad de sistemas de solventes como
EdP/AcOEt, CHCls/acetona, CH2Cl./acetona y CH2Cly/acetato de metilo. Como agentes
reveladores se utilizo una lampara UV de A 254 y 365 nm y camara de yodo. Para la
cromatogafria en columna CC se utilizé como fase estacionaria silica gel 60 de 0,063 — 0,2
mm (Merck). Los espectros RMN 1H y 13C fueron tomados en un equipo Bruker 400 MHz

utilizando como disolvente cloroformo deuterado CDCls.

El ensayo de viabilidad celular se realizara por el método de reduccion del MTT, con la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231 utilizando diferentes concentraciones del
compuesto P1 (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ug/mL).

Las células se sembraron en platos de 96 pozos en 100 pL de medio suplementado con 10%
de FBS, 1% de penicilina/estreptomicina en atmosfera himeda a 37°C y 5% de CO2. A las
24h el medio fue removido y se aplicaron 100 pL de medio fresco, que contenia los
compuestos en concentraciones seriadas de (6.25, 12.5, 25, 50, 100 pg/mL) del compuesto
P1 disuelto en DMSO (0.2%). Después de 24 h se retird el medio y se agregaron 100 uL de
la solucion de MTT (0.5 mg/mL) en PBS, y se incubd por un periodo de 4 h a 37°C en
atmosfera humeda y 5% CO2. Finalmente, se removié el sobrenadante, se agregé buffer de
lisis y se midio la absorbancia en un lector de placas ELISA a 570 nm. Las células no tratadas

se usaron como control positivo, la vincristina como control antitumoral y la supervivencia
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celular se calculé como: % supervivencia = 100 (X/control), donde X es el promedio de la
lectura del metabolismo de MTT en un grupo de tratamiento (n=3). Los valores de
Concentracion Inhibitoria 50 - IC50 - (concentracion que inhibe el 50 % del crecimiento

celular) se calcularon con GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Extraccion y purificacion del compuesto AC

Se realiz6 la obtencion de los compuestos mayoritarios del extracto en diclorometano de la
madera de P. imperiale. Su extraccion se realizé en etanol, para obtener 97,59 de extracto
crudo. El extracto obtenido fue tratado mediante una extraccion en Soxhlet, que permitid
extraer algunos de los compuestos principalmente de origen lipidico que se encuentran
impregnados en el sélido y no se extraen con facilidad; la extraccién se realizo en dos etapas
con dos disolventes, en la primera etapa se utilizo diclorometano, el cual se dejo en reflujo 1
dia, obteniéndose un liquido marron el cual se envaso y se dejo secar, en la segunda etapa la
extraccion se realizo con acetato de etilo, el tiempo de reflujo fue igualmente de 1 dia y el

liquido obtenido se envaso y se dejo secar.

Tabla 2 Fraccionamiento VLC Madera P. imperiale.

FRACCION | E+M (g) ENVASE (g) | MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F1 | 98,9568 94,2864 4,6704
MPi(D)-C1F2 | 94,9247 94,0832 0,8415
MPi(D)-C1F3 | 85,5685 81,7321 3,8364
MPi(D)-C1F4 | 11,4553 10,7042 0,7511
MPi(D)-C1F5 | 84,7068 82,0829 2,6239
MPi(D)-C1F6 | 15,5212 14,5681 0,9531
MPi(D)-C1F7 12,003 11,103 0,9
MPi(D)-C1F8 | 83,8127 83,4358 0,3769
MPi(D)-C1F9 | 10,8859 10,5422 0,3437
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El extracto en diclorometano se sometid a un primer fraccionamiento, utilizando el método
de cromatografia por columna liquida al vacio (CLV). Se sembraron 17,6 g de extracto en la
columna, obteniendo 9 fracciones las cuales se muestran los valores obtenidos en la Tabla
No. 2.

Posteriormente, se tomo la fraccion 2 (MPi(D)-C1F2) con una masa de 0,8415 g para
fraccionar por medio de cromatografia en columna utilizando como fase movil
diclorometano - acetato de metilo en proporcién 9:1, obteniendo 6 fracciones. Las fracciones
obtenidas se muestran en la Tabla No.3 junto con su placa cromatografica ( Figura No. 4),
donde se logra observar que 3 de las fracciones contienen un compuesto mayoritario que
fluorese en una tonalidad azul al ser revelado con luz UV. Con el fin de purificar este
compuesto, se decide unir las 3 fracciones donde estd presente para obtener una mayor

cantidad de compuesto, obteniendo una masa final de 0,5494 g para la siguiente columna.

Tabla 3 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2 (0,8415 g) en CH2Cl2:AcOMe 9:1.

FRACCION E+M(g) | ENVASE (g) | MUESTRA (g)

MPi(D)-C1F2/1 52,5643 52,4578 0,1065
MPi(D)-C1F2/2 52,6647 52,3024 0,2723
MPi(D)-C1F2/3 52,4644 52,2848 0,1796
MPi(D)-C1F2/4 51,6472 51,5497 0,0975
MPi(D)-C1F2/5 51,6287 51,5504 0,0783

Figura 4 Cromatografia

MPi(D)-C1F2/6 51,4638 51,3728 0,091 en placa MPI(D)-C1F2.
Total obtenido 0,8252
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Continuando con el proceso de purificacion se tomo la masa obtenida anteriormente
(0,54949) y se someti6 a un fraccionamiento por cromatografia en columna utilizando silica
gel como fase estacionaria y una mezcla de diclorometano/acetato de metilo 9:1 como fase

movil, obteniendo tres fracciones como se observa en la Tabla No.4.

Tabla 4 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2 (0,5494 g) en CH2Cl2:AcOMe 9:1.

FRACCION E+M(g) | ENVASE (g) | MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F2/2-1 52,6060 52,4869 0,1191
MPi(D)-C1F2/2-2 52,6217 52,2755 0,3462
MPi(D)-C1F2/2-3 51,3779 51,3728 0,0051
Total obtenido 0,4704 Cromj'cg;;?aiia .

placa MPi(D)-C1F2/2.

La fraccion 2 (MPi(D)-C1F2/2-2) que pes6 0,3462 g se sometié a un
nuevo fraccionamiento por cromatografia en columna utilizando silica
gel como fase estacionaria y como fase movil una mezcla de
diclorometano/acetato de metilo 9:!. Al finalizar esta columna se
recogieron 7 fracciones a las se les realizo una placa de seguimiento (
Figura No.6), a partir de las cuales se decidié mezclar las fracciones 7,8
y 9 para realizar la siguiente purificacion. En la Tabla No.5 se presentan

los resultados obtenidos de la columna con las correspondientes

Figura 6 Cromatografia en placa fracciones y SUS masas
MPi(D)-C1F2/2-2. '
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Tabla 5 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2-2 (0,3462 g) en CH2Cl2:AcOMe 9:1.

FRACCION E+ M (q) ENVASE (g) MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F2/2-2-1 51,4600 51,4014 0,0586
MPi(D)-C1F2/2-2-2 52,4781 52,4262 0,0519
MPi(D)-C1F2/2-2-3 52,6198 52,4141 0,2126
MPi(D)-C1F2/2-2-4 52,2988 52,2948 0,0041
MPi(D)-C1F2/2-2-5 51,3864 51,3863 0,0001

Total obtenido 0,3273

La fraccion MPi(D)-C1F2/2-2-3 (0,21269) fue sometida nuevamente a un fraccionamiento con

diclorometano-Acetato de metilo 9:1; obteniendo 4 fracciones (Tabla No.6).

Tabla 6 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2-2-3 (0,2126 g) en CH2Cl2:AcOMe 99:1.

FRACCION E + M (g) ENVASE (g) | MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1 52,4872 52,4551 0,0646
MPi(D)-C1F2/2-2-3-2 52,4673 52,5179 0,0506
MPi(D)-C1F2/2-2-3-3 51,4113 52,4849 0,0736
MPi(D)-C1F2/2-2-3-4 51,3863 51,3861 0,0001

Total obtenido 0,1889
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La fraccion MPi(D)-C1F2/2-2-3-1 (0,1888 @), la cual contenia el compuesto de interés, fue
sometida nuevamente a un nuevo fraccionamiento por cromatografia en columna en silica
gel, utilizando como fase movil una mezcla diclorometano-Acetato de metilo 7:3; obteniendo

5 fracciones reportadas en la Tabla No.7.

A estas 5 fracciones se les realiza una nueva placa cromatografica ( Figura No.7), donde se
logra identificar que el compuesto azul celeste sobresale en dos de las muestras,
adicionalmente se observa que una de las fracciones sélo contiene el compuesto azul celeste,
esta fraccion corresponde a la No.4 resaltada en la Tabla No.7 con azul. Debido a que el
compuesto que revela azul en la luz UV también se obtuvo en la fraccion No.3, se decide
tomar la fraccion No.3 para realizarle un proceso de purificacion y extraer el compuesto para

mezclarla posteriormente con la fraccion No 4.

Tabla 7 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2-2-3-1 (0,1888 g) en CH2Cl2:AcOMe 7:3.

FRACCION E+M(g) | ENVASE(g) | MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-1 52,4501 52,4551 0,0050
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-2 52,4588 52,4853 0,0265
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3 51,4574 51,5141 0,0567
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-4 51,5335 51,5694 0,0359
. Figura 7
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-5 | 51,5695 51,5881 0,0186 Cromatografia en
placa MPi(D)-
C1F2/2-2-3-1.
Total obtenido 0,1427

La fraccion MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3 (0,0567 g), se separ0 utilizando diclorometano-acetato de
metilo en proporcion 6:4, al finalizar la recoleccion de las fracciones se les realizo

seguimiento de placa donde se obtuvieron 4 fracciones con los datos correspondientes de la
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tabla No.8, la placa obtenida de estas fracciones se observa en la Figura No.8, donde con
este resultado se decide tomar la fraccion No.3 y 4 de la tabla 8 y mezclarla con la fraccion
No.4 de la tabla No.7, ya que en estas fracciones se encuentra el compuesto de interés,
denominando esta unién de fracciones como MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3 (0,0443 g).

Tabla 8 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2 (0,0481) en CH2CI2:AcOMe 6:4

FRACCION E+M(g) |ENVASE (g)] MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-1 | 51,5683 51,5368 0,0277
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-2 | 51,458 51,4273 0,0033
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3 | 52,497 52,475 0,0063

Figura 8
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-4 | 51,604 51,5869 0,0060 Cromatografia en
placa MPi(D)-
C1F2/2-2-3-1-3-2.
Total obtenido 0,0433

Finalmente, se realiz6 una nueva columna cromatografica a la fraccién MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-
3-2-3 (0,0443 g), donde se sembraron 0,0443 g utilizando como fase maovil éter — acetato de
metilo en proporcién 1:1, al realizarle seguimiento en placa a las fracciones recolectadas se
obtuvieron al finalizar 5 fracciones, a las cuales se les realizo una nueva placa obteniendo
como resultado que en la fraccion 2 se encontraba el compuesto azul (33 mg) ( Figura No.9),
para verificar que la muestra no se encontrara mezclada con otro compuesto se realizaron
diferentes placas cromatograficas utilizando diferentes mezclas de solventes, con los
resultados obtenidos se logré verificar que el compuesto se encontraba solo, se decide

nombrar al compuesto AC.
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Tabla 9 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3 (0,0443g) en Eter:AcOMe 1:1

FRACCION E+M(g) | ENVASE (g) |MUESTRA (g)
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3-1 | 52,2609 52,2447 0,0162
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3-2 | 52,3210 52,3016 0,0194
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3-3 | 51,5970 51,5935 0,0035
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3-4 | 51,5395 51,5388 0,0007
MPi(D)-C1F2/2-2-3-1-3-2-3-5 | 52,5067 52,5059 0,0008

Total obtenido 0,0406

4.2. Elucidacion y Caracterizacion del compuesto AC

Figura 9
Cromatografia en
placa MPi(D)-
C1F2/2-2-3-1-3-2-3.

Finalizado el proceso de purificacion del compuesto AC se decide iniciar con la elucidacion

estructural por medio de espectroscopia de RMN *H ( Figura No.10), para este experimento

se utilizd como solvente CDClgz, en este espectro se obtienen sefiales en un rango de 0 a 10

ppm, donde las sefiales se ubican en zonas caracteristicas como la zona alifatica que se

encuentran en un desplazamiento de 0 a 3 ppm, en este espectro se evidencia que esta zona

contiene mudltiples sefiales con posibles solapamientos, lo cual no permite una facil

identificacion de la cantidad de picos que se pueden encontrar alli, este tipo de sefiales son

caracteristicas de los compuestos de tipo terpenos; durante los estudios de diferentes especies

de Piper (auritum, guinense, etc) se han logrado encontrar diferentes terpenos, asi que se

decide realizar una comparacion del espectro obtenido de AC, con el de un terpeno que en

este caso corresponde al g-Sitosterol ( Figura No.11)
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Figura 10 Espectro RMN *H en CDCl3 del compuesto AC.
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Figura 11 'H NMR Spectrum of B-Sitosterol. (Eswaraiah & Elumalai, 2011)
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Algunas sefiales caracteristicas del B-Sitosterol son las correspondientes a los grupos metilos
que se encuentran con un desplazamiento entre 0,8 — 1,25 ppm, también se encuentran las
sefiales de los a-H con desplazamiento de 3,5 ppm y por ltimo se tienen sefiales de O-H con
desplazamiento de 5.0 ppm (Eswaraiah & Elumalai, 2011), al comparar los espectros se logra
observar que el espectro de AC cuenta con algunas de las sefiales mencionadas anteriormente
y que las intensidades de algunas sefiales son similares; en el espectro de AC se logran
observar sefiales mas pequefias en la zona de instauraciones y en la zona de aromaticidad,
aunque por su intensidad se podria esperar que estas sefiales se generaran por la presencia de
otros compuestos de cardcter aromatico que se encuentran como contaminantes en la muestra.
Se observan también sefiales en la zona de insaturaciones, que posiblemente se pueden
atribuir a la presencia de dobles enlaces en su estructura. Sin embargo, debido a la
complejidad del espectro no se pudo llegar a la elucidacién de su estructura quimica y se

decide realizar en un trabajo posterior.

4.3. Extraccién y purificacion del compuesto P1.

Para el proceso de purificacién del compuesto P1, el cual ya habia sido identificado durante
el proceso anterior, se inicié mediante la reunion de 4 fracciones de diferentes columnas, las
fracciones corresponden a la fraccién No.1 de la Tabla.3, la fraccion No.1 de la Tabla.6, la
fraccion No.2 de la Tabla.7 y por ultimo la Fraccién No.3 de una columna realizada a una de
las fracciones de la Tabla.7. En esta columna se sembraron 0,0789 g utilizando como fase
estacionaria silica gel, y como fase movil Hexano/Acetato de metilo 1:1. Se obtuvo como
resultado final 4 fracciones, como se observa en la Tabla.10, donde el seguimiento en placa
arrojo que una de las muestras contiene el compuesto P1 solo y no se requiere de otra columna

de purificacion ( Figura No.11).
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Tabla 10 Fraccionamiento MPi(D)-C1F2/2-1-2-3 (0,0789 g) en Hexano:AcOMe 1:1.

FRACCION E+M(g) | ENVASE (g) | MUESTRA (9)
MPi(D)-C1F2/2-1-2-3-1 51,5699 51,6244 0,0545
MPi(D)-C1F2/2-1-2-3-2 52,4374 52,4483 0,0109
MPi(D)-C1F2/2-1-2-3-3 52,3057 52,3147 0,0090
MPi(D)-C1F2/2-1-2-3-4 51,4414 51,4425 0,0011 ]

Figura 12
Total obtenido 0,0755 Cromatografia en
placa MPi(D)-
C1F2/2-1-2-3.

4.4. Elucidacion y caracterizacion del compuesto P1.

Finalizada la purificacion del compuesto P1 se realizo el proceso de caracterizacion, para
este compuesto se realizé una comparacidn con un patron de berberina el cual es un alcaloide
que tiene una fluorescencia de color verde similar a la del compuesto encontrado
en la madera de Piper Imperiale, con esta comparacion se queria saber si el
compuesto aislado correspondia a la berberina, para este proceso se realizé una
placa cromatografica utilizando como fase mdvil Hexano/AcOMe 1:1,
obteniendo como resultado la Figura No.13, donde se logré evidenciar que el

compuesto aislado es diferente a la berberina, adicionalmente se realizd un

revelado por dragendorff, el cual nos permite determinar si el compuesto es un

Figura 13

Patronde  alcaloide, en este caso el revelado dio positivo, dandonos un acercamiento al tipo
berberina con
compuesto P1. de compuesto que se aisld, para dar continuacion al proceso de caracterizacion

se realizd espectroscopia de RMN H ( Figura No.14).
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Figura 14 Espectro RMN 1H en CDCl3 del compuesto P1.

La identificacion de alcaloides mediante espectrometria de RMN se caracteriza en dos
regiones del espectro, esta la zona aromatica que se puede encontrar en una region de 6,70 —
7,40 ppm y la zona de grupos metilos unidos a heteroatomos, donde su desplazamiento se
puede encontrar entre 3,20 — 4,10 ppm, el desplazamiento de esta sefial dependera del tipo
de heteroatomo que se tenga si corresponde a un atomo de oxigeno o nitrégeno (Arango,
2008).

Para el compuesto P1 se obtuvo la espectroscopia de la Figura No.14, de este espectro no se
logrd obtener todos los experimentos de RMN, asi que se decide realizar un analisis de los
picos que se encuentran en el espectro RMN *H, teniendo en cuenta la informacion del
parrafo anterior en la zona de 4,0 ppm podemos decir que estas sefiales corresponden a
protones desplazados a campo bajo, bien sean metinos o metilos que posiblemente se
encuentren unidos a un heteroatomo, probablemente pueden ser atomos de oxigeno y/o
nitrégeno de acuerdo a que se presentan varias sefiales en esta zona del espectro. Aunque no

se observaron protones aromaticos en el espectro, no podemos descartar la presencia de
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nucleos aromaticos debido a que pueden estar sustituidos y por ende se necesita el espectro
de carbono para establecer la presencia de carbonos con hibridacion sp?, ya que es posible
que el compuesto tenga insaturaciones o anillos arométicos debido a que se observan sefiales
de grupos metilo y metilenos desplazados a campo bajo sobre las 2 ppm. Adicionalmente, en
el espectro de RMN *H de P1, se encuentras diferentes sefiales entre 2,5 — 4,5 ppm que
integran para uno y dos protones, teniendo en cuenta que en esta zona se observan picos de
diferentes intensidades y multiplicidades, las sefiales que integran para un proton pueden ser
hidrogenos de metilenos diasterotopicos, sin embargo no se lograron medir con claridad sus
constantes de acoplamiento. En el género Piper se han aislado diferentes sustancias de tipo
alcaloidal dentro de las que se encuentran aristolactamas, kavainas y alcamidas tanto
alifaticas como insaturadas, sin embargo, por diferentes situaciones presentadas en la
pandemia de covid-19 no se logré completar la espectroscopia para este compuesto y ya que
para tener mayor claridad a qué tipo de compuesto corresponde, se debe realizar un analisis
completo de la espectroscopia complementando con RMN 13C, COSY, HMBC y HMQC, se

decide realizar este andlisis en un posterior trabajo .

4.5. Actividad citotoxica del compuesto P1.

Tabla 11 Viabilidad celular del compuesto aislado P1 en dos lineas celulares, MDA-MB-231 (cancerigena) y MRC5(sana).

P1_MDA-MB- P1_MRC5
231 (porcentaje | (porcentaje de
[pg/mL] | LOG [ pg/mL | de viabilidad) viabilidad)
100 2,000 57,94 52,73
50 1,699 69,42 53,25
25 1,398 79,62 55,04
12,5 1,097 84,32 62,21
6,25 0,796 90,25 70,72
- 0,000 100,00 100,00
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Figura 15 Graficas de viabilidad celular con el compuesto P1y VCR, en las lineas celulares MDA-
MB-231Y MRCS.

Los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular del compuesto P1 se encuentran
tabulados en la Tabla No.11, este compuesto fue comparado con un patron de vincristina
(VCR), que hace parte de una serie de compuestos alcaloidales asilados de la especie Vinca
rosea, y que actualmente es un compuesto utilizado en quimioterapia para el tratamiento de
leucemia. Con los resultados obtenidos de ambos compuestos se realiz6 una gréfica ( Figura
No.16) de la concentracidn del compuesto utilizado en funcion del porcentaje de viabilidad
celular, con las cuales se observa el comportamiento de las dos lineas celulares usadas
(MDA-MB-271 (cancer de mama) y MRC5 (células sanas de pulmén).

En la figura 15, se observa que el compuesto P1 en las células de mama tiene un mayor efecto
citotoxico (57.94 %) a la concentracion mas alta (100 pg/mL), mientras que en las células de
pulmén se tiene una alta citotoxicidad (70.72%) desde la segunda concentracion y a partir de

la cuarta concentracion este valor ya se acerca al 50% de la viabilidad celular.

Con estos resultados se logra concluir que el compuesto P1 presenta citotoxicidad en lineas
celulares de cancer de mama a concentraciones mayores a 100 pg/mL. Sin embargo, el
compuesto posee efectos toxicos en las células sanas de pulmoén a concentraciones mas bajas,
por lo cual se propone realizar otros ensayos de viabilidad celular utilizando lineas celulares
de cancer de pulmon, debido a que el compuesto parece tener mayor selectividad por esta
linea celular que por las lineas celulares de cancer de mama. Comparando los resultados
obtenidos del compuesto P1 con los del patron utilizado de vincristina (VCR), en la figura
15 se puede establecer que el compuesto P1 tiene una actividad moderada con un ICs de
64,8 ug/mL en la linea celular sana de pulmén MRC5, mientras que tiene baja actividad

citotdxica con un 1Cso de 156,6 pg/mL en la linea celular de cancer de mama MDAMB231,
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la cual en parte se puede deber a que ésta linea celular es considerada como una linea triple

negativa y adicionalmente presenta resistencia frente a algunos farmacos.
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5. CONCLUSIONES

Se aislaron dos compuestos de la madera de especie Piper imperiale utilizando las distintas
técnicas cromatograficas propuestas en el trabajo, se nombraron como CV un compuesto con
caracteristicas de terpenos y P1 un compuesto de tipo alcaloide el cual se confirmé mediante
una prueba de Dragendorff.

La actividad citotoxica del compuesto P1 mostro tener una baja citotoxicidad en la linea
celular MDA-MB-231 y moderada toxicidad en la linea celular MRC5, presentando valores
de ICs0 de156,6 ug/mL y 64,8 pg/mL respectivamente.

Aunque no se pudo realizar la identificacién estructural completa para el compuesto P1, éste
presentd una prueba positiva frente a la reaccion de Dragendorff, la cual es un indicativo de
que éste compuesto puede tener un nucleo alcaloidal con la presencia de centros quirales,

debido a que en su estructura quimica posee hidrdgenos diasterotdpicos.

El compuesto P1 presentdé mayor actividad citotoxica en lineas celulares sanas de pulmon
MRCS5, las cuales, independientemente de que sean no tumorales, permiten proponer que este
compuesto pueda tener mayor selectividad por tejidos de pulmén, siendo necesaria una

posterior evaluacion de citotoxicidad en lineas celulares de cancer de pulmén.

6. RECOMENDACIONES

Realizar en el posterior trabajo la complementacion del analisis espectroscopico para los
compuestos aislados, una vez se cuente con la espectroscopia completa, incluyendo

espectrometria de masas de alta resolucion.

Realizar analisis citotoxicos en otras lineas celulares de cancer de pulmon, para establecer

una posible selectividad del compuesto P1 por este tipo de tejidos.
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