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RESUMEN

Sarcorhachis sydowii Trel, es una liana que pertenece a la familia Piperaceae. La especie
investigada fue recolectada en el barrio de Numbami del cantén Zamora de la provincia de
Zamora Chinchipe.

El extracto total obtenido en acetato de etilo a partir de hojas secas S. sydowii fue sometido
a cromatografia de columna, en relacién 1:70 (extracto — silica), eluendo con Hexano,
Acetato de etilo y Metanol, identificando los compuestos [-sitosterol, estigmasterol,
campesterol y Oxido de cariofileno. La elucidacion estructural de los compuestos aislados
fue determinada, utilizando técnicas Cromatografia de gases acoplada a Espectroscopia de
masas (CG-EM) y por comparacion con los datos reportados en la literatura.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos de Hexano y Diclorometano no
presentaron actividad antifungica frente a las cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188 ®
y Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185 ®; en el extracto de acetato de etilo para
Trichophyton mentagrophytes fue 250ug/mL y Trichophyton rubrum es de 150 pg/mL, se

obtuvo una actividad antifungica moderada.

PALABRAS CLAVE : Piperaceae, Sarcorhachis sydowii Trel, actividad antifungica,

Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, 6xido de cariofileno.



ABSTRACT

Sarcorhachis sydowii Trel is a liana belonging to the Piperaceae family. The species
investigated was collected in the neighborhood of Numbami of Canton Zamora the Zamora

Chinchipe Province.

The total extract obtained in ethyl acetate from leaves dry Sarcorhachis sydowii Trel was
underwent to column chromatography, in relation 1:70 (extract - silica), eluent with hexane,
ethyl acetate and methanol, identifying the compounds [-sitosterol, stigmasterol,
campesterol and caryophyllene oxide. The structural elucidation of the isolated compounds
was determined using gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) and

by compared with information reported in the literature.

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) the extracts of Hexane and dichloromethane
not showed antifungal activity front the strain Trichophyton rubrum ATCC 28188® and
Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185 ®, in the ethyl acetate extract for Trichophyton
mentagrophytes was 250ug/L and Trichophyton rubrum was 150 g / mL is obtained a

moderate antifungal activity.

KEYWORDS: Piperaceae, Sarcorhachis sydowii Trel, antifungal activity, Trichophyton

rubrum, Trichophyton mentagrophytes, caryophyllene oxide.



INTRODUCCION

Ecuador cuenta con una inmensa y aun poco estudiada diversidad de especies vegetales, la
cual ha sido sabiamente aprovechada por sus habitantes. Esto ha despertado el interés de
la comunidad cientifica en la investigacion fitoquimica con fines terapéuticos. A pesar de su
extension territorial relativamente pequefia, el Ecuador es considerado un pais mega
diverso, cuenta con un clima tropical y subtropical que lo hace adecuado para el crecimiento
de especies vegetales que son de interés para el estudio de su bioactividad (Mongeli, 2002).
Se estima que el 80% de la poblacion ecuatoriana emplea la medicina tradicional, pues esta
comprobado que muchos de los principios activos en las plantas son una alternativa efectiva
en el tratamiento de diversas enfermedades. Ecuador cuenta con centenares de plantas
medicinales, de hecho existen alrededor de 3118 especies pertenecientes a 206 familias

usadas con fines medicinales (De la Torre et al., 2008).

En las dltimas décadas, la investigacion fitoquimica y la purificacion de extractos vegetales
han rendido numerosos compuestos puros que han probado ser indispensables en la
medicina moderna. La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) estima que el 80% de los
mas de 7.000 millones de habitantes de la tierra confian en las plantas medicinales para

suplir sus principales necesidades de salud (OMS, 2007).

Estudios de fitoquimica han demostrado que el género Piper tiene muchos componentes
qgue incluyen amidas insaturadas, flavonoides, lignanos, ésteres de cadena larga y corta,
terpenos, esteroides, y alcaloides (Facundo, 2004; Navickiene, 2010). Muchas sustancias
obtenidas de especies de la familia Piperaceae, en especial las del género Piper, por
ejemplo P. nigrum se utilizan como condimento por sus frutos aromaticos y picantes; otras
son utilizadas como insecticidas o como medicinas naturales, razones por las que se les han
determinado diferentes actividades bioldgicas, entre las que se destacan la antifiingica,

insecticida y antiparasitaria (Celis et al., 2008).

La obtencién de metabolitos secundarios de plantas es uno de los temas de mayor interés
en la actualidad, esto con el fin de buscar y conocer de donde provienen los diferentes
mecanismos de su produccion (biosintesis) y la utilizacién de estos en las plantas para los
diferentes procesos que permitan su crecimiento (alimentacién, mecanismos de defensa,

interaccién con el medio, entre otros) (Virinder et al., 1997).



El descubrimiento de metabolitos secundarios bioactivos solo puede satisfacer las
necesidades de tratamientos terapéuticos, ya que muchos de estos se realizan con
medicamentos que siguen siendo insuficientes ante enfermedades como la malaria, el

cancer, las infecciones virales, bacterianas y fingicas (Parra, 2001).

Con el aislamiento y caracterizaciéon de estos metabolitos de S. sydowii se contribuye de
buena manera al entendimiento de estos procesos y también de forma significativa al
conocimiento fitoquimico y biolégico.

Algunas de las técnicas mas utilizadas para el aislamiento y purificacion de estos
metabolitos son las técnicas cromatogréficas, las cuales comenzaron con la separacion de
compuestos de plantas con cromatografia en columna que permitia visualizar la purificacion
por diferentes bandas coloreadas y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) (Silverstein et al., 2005).

ANTECEDENTES

Las plantas han sido empleadas desde el inicio de la humanidad en diversos usos; por esta
razén, se han desarrollado un gran numero de estudios para conocer las causas de
diferentes actividades bioldgicas mostradas por varias especies de todo el mundo. La familia
Piperaceae tiene una amplia distribucion mundial y un gran nimero de especies vegetales
gue han reportado actividades bioldgicas importantes como insecticidas, antibacterianas,

antifiingicas, antioxidantes, entre otras (Celis et al., 2008).

El género Piper contiene alrededor de 2000 especies y es considerado como el méas
importante y estudiado de dicha familia, esto se debe principalmente a la presencia de
metabolitos secundarios como amidas, alcaloides y compuestos fendlicos, caracteristicos de
cada especie (Lopez et al., 2010). Como ejemplo de ello tenemos a Piper carpunya
(Guabiduca dulce) que es utilizada en la medicina tradicional de los paises tropicales y
subtropicales de América del sur como anti-inflamatorio, anti-ulcera, anti-diarreico y anti-
parasitario asi como dolencias o irritaciones en la piel (Quilez et al., 2010).



El aislamiento y caracterizacion de este tipo de compuestos es de gran importancia ya que
conociendo su estructura podemos entender su interaccidon con otras moléculas en el cuerpo
humano y si en realidad la planta tiene las propiedades que popularmente se le adjudican
(Virinder et al., 1997). De ahi la importancia de esta investigacién como aporte al estudio de
plantas medicinales del sur del Ecuador impulsado por el Departamento de Quimica de la
Universidad Técnica Particular de Loja, donde se investiga los metabolitos secundarios
responsables de cierta actividad biolégica a partir de especies vegetales nativas, y que

ademas poseen antecedentes medicinales tradicionales aplicables.

Debido a tales antecedentes y referencias tradicionales de esta familia, la presente
investigacion se enfoca en el aislamiento de los metabolitos secundarios de la especie
vegetal Sarcorhachis sydowii, ya que al no contar con datos relevantes acerca de su
composicion quimica es importante conocer mediante el aislamiento los compuestos que
posee esta especie, asi como también la realizacion de pruebas antifungicas, las cuales nos
permitiran comprobar las propiedades que posee esta especie, y de esta manera contribuir

al campo de la medicina desde una fuente natural.
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1.1. Familia PIPERACEAE

La familia Piperaceae es conocida desde la antigiiedad como una de las familias mas
grandes e importantes de Angiospermas del Orden Piperales; el género mas representativo
es el género Piper, el cual presenta gran diversidad de compuestos. Dada esta riqueza
guimica y sus aplicaciones en la medicina tradicional, a muchos de los extractos y
compuestos aislados en esta familia se les han realizado diversos ensayos de actividad
bioldgica, obteniéndose resultados promisorios y que han permitido incluso confirmar sus

usos etnobotanicos (Celis et al., 2008).

La familia Piperaceae comprende de 10 a 12 géneros y unas 3.000 especies de distribucion
pantropical. Entre ellos estan el género Piper, Peperomia, Pothomorphe, Ottonia,
Sarchorhachis y Trianaeopiper. (LOpez et al., 2010).

Las principales caracteristicas de la familia Piperaceae son las de ser arbustos y trepadoras
lefiosas de hojas alternas, a menudo con glandulas de aceites aromaticos, en ocasiones
algo carnosas. Flores pequefias, bisexuales o unisexuales. Tienen de 1 a 10 estambres y
carecen de pétalos y sépalos. Su fruto es carnoso, con una sola semilla. (Parmar et al.,
1997; Flores, 2001).

1.2.  Distribucion geogréfica de la familia Piperace  ae
La familia Piperaceae, se distribuye en las regiones tropicales y subtropicales del mundo,

como se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Distribucion geografica de la familia Piperaceae

Fuente: Tropicos.org.



1.3. Genero Piper

El género Piper posee gran importancia comercial, econémica y medicinal (Arnason et al.,
2005). Este género comprende mas de 700 especies. Las Piper son arbustos, arboles
pequefios o hierbas, aromaticos, con tallos nudosos, hojas alternas, inflorescencias
opuestas, raramente axilares, simples o compuestas; con nervaduras pinnadas, palmadas o
paralelas y nervacién secundaria conspicua, profilos recubriendo las yemas axilares,
inflorescencia, espigas carnosas, flores bisexuales, diminutas, axilares a bracteas peltadas,
fruto una drupa (Parmar et al., 1997; Flores, 2001).

1.4.  Distribucion geografica del género  Piper

En este género se encuentran alrededor de 700 especies en el neotrdpico, principalmente
en 5 areas del continente americano: la Costa Pacifica de Colombia y Ecuador, el oeste de
la Amazonia del Peru y Ecuador, la Costa atlantica del Brasil, los Andes de Venezuela,
Ecuador, Colombia y el norte del Perd, el sur de México y la peninsula de Yucatan (Célis et
al., 2008).

1.5. Usos del 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, ademas de utilizarlas como insecticidas. Asi por ejemplo, las hojas Piper
aduncum en forma de decoccion y en forma de tdnico son usadas para controlar algunas
infecciones (disenteria, blenorragia, leucorrea, etc) (Garcia, 1992). En Colombia se utilizan
las hojas secas y trituradas de la especie Piper tuberculatum para eliminar los piojos, en
América Latina, P. amalago es usada para aliviar dolores de pecho y como agente
antiinflamatorio (Portet et al., 2007). En Ecuador Piper carpunya, conocida comunmente
como Guabiduca Dulce, es usada para combatir constipados intestinales, inflamacion, y

como protector gastrointestinal (Jgrgensen, P.M. & S. 1999).

A muchas especies pertenecientes a este género se les han realizado diversos ensayos de
actividad biolégica de acuerdo al uso de éstas en medicina tradicional y a los reportes
fitoquimicos. Por ejemplo, la especie Piper hostmannianum var. berbicense; que es utilizada
en la medicina tradicional como antimalarico, se le ha determinado actividad contra
Plasmodium falciparum y se han aislado los compuestos responsables de esa actividad, lo

gue ha permitido confirmar asi su uso tradicional (Portet et al., 2007).



1.6. Caracteristicas botanicas de la especie  S. sydowii Trel

Figura 2. Sarcorhachis sydowii Trel
Elaboracién: La autora.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Sarcorhachis

Especie: S. Sydowii

Sarcorhachis sydodowii es una liana con axilar inflorescencias, flores bisexuales y frutas
incrustadas en el raquis, muchas de las cuales son especies clave en su habitat natural
(Wanke et al., 2007).

1.7.  Estudio fitoquimico en el género  Piper

Las especies del género Piper han sido ampliamente investigadas y los estudios
fitoquimicos han conducido al aislamiento de una amplia variedad de metabolitos
secundarios, destacando los flavonoides, lignanos, neolignanos, kavapironas, piperolidos,
terpenos vy fitoesteroles (Parmar et al., 1997). A continuacién se presenta algunos ejemplos

de los tipos de metabolitos aislados en el género.



1.7.1.

1.7.2.

Fitoesteroles .- Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en
los reinos animal y vegetal; y se les encuentra en forma libre (También
llamados agliconasesteroides), como ésteres o como glicosidos. Todos
contienen un nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo
hidroxilo en el carbono 3. La mayoria de esteroles naturales poseen una
cadena lateral de 8 a 10 4&tomos de carbono y un enlace doble en el C-5.
En las plantas superiores se encuentran principalmente los denominados
fitosteroles: b-Sitosterol, Campesterol y Estigmasterol. Dentro de las
principales funciones que se atribuye a los fioesteroles esta la de ser
antiinflamatoria aunque limitada, también juega papeles importantes en
enfermedades cardiovasculares gracias a su influencia en el nivel de
colesterol en la sangre, ayudan a prevenir arterioesclerosis y

enfermedades coronarias (Honey, 2012).

Terpenos.- Las especies del género Piper presentan terpenos en sus
aceites esenciales, en su mayoria de tipo monoterpenos y sesquiterpenos
de nlcleos variados. Los terpenos son compuestos que se biosintetizan a
partir de unidades de isopreno de cinco atomos de carbono. Su sistema
de clasificacion es muy sencillo y se agrupan segun el nimero de atomos
de carbono del esqueleto carbonado, siempre mdltiplo de cinco. Los mas
sencillos son los monoterpenos (C10) que se caracterizan por tener dos
unidades de isopreno, le siguen los sesquiterpenos (C15) con tres
unidades de isopreno (Ruiz, 2002). Muchos terpenoides son
comercialmente interesantes por su uso como aromas Yy fragancias en
alimentacion y cosmética, o por su importancia en la calidad de productos
agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por
sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales,

antimicrobianas, etc.

La formacion de estos productos comienza con la fotosintesis a partir de
precursores en determinadas rutas biosintéticas, asi: el acido acético sirve
de precursor de los policétidos (alifaticos y aromaticos), y de los
terpenoides a través del acido mevalonico, los compuestos aroméaticos
también se sintetizan a partir del acido shikimico, los compuestos
nitrogenados, en particular los alcaloides, proceden de los aminoéacidos
(Castillo & Martinez, 2007).
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1.8. Dermatofitosis

Las infecciones invasivas por hongos siguen siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad en pacientes que reciben trasplantes y en aquellos que presentan
inmunocompromiso (Erjavec & Verweij, 2002). Este aspecto se explica en gran parte por el
desarrollo de mecanismos de resistencia primaria y secundaria a los antimicéticos entre
algunas especies de hongos, seguido de la problematica en la administracidn inadecuada de
medicamentos fungistaticos que al prolongar el tratamiento por largos periodos de tiempo

permiten la seleccion de clones resistentes (Schelz, et al., 2006).

La dermatofitosis constituye micosis superficiales causadas por hongos que tienen la
capacidad de invadir tejido queratinizando como la piel, el pelo y las ufias, del hombre y de
algunos animales (Méndez et. al., 2004). Esta enfermedad provoca a escala mundial entre
300 a 500 millones de casos clinicos cada afio. Esto se debe a que la mayoria de la
poblacion mundial esté distribuida en zonas altamente endémicas correspondientes a zonas
subtropicales y tropicales. (CYTED, 2000). Existen tres géneros de dermatofitos:
Microsporum, Epidermophyton y Trichophyton, cada uno de ellos con varias especies. Son
las infecciones micéticas mas comunes a nivel mundial, constituyen entre el 70 y el 80% de
todas las micosis (Méndez et al, 2004). Se clasifican en tifia de la cabeza, tifia del cuerpo,
tifa de la mano, tifia de los pies, tifia de la ingle, tifia del area del pafal tifia de las ufias
(Schiwinn et al,2005).

1.8.1. Trichophyton rubrum se consideran las micosis superficiales mas
frecuentes en el mundo occidental. T. rubrum es un dermatofito
antropdfilo que ha sido frecuentemente encontrado en infecciones de pie,
ingle y ufias principalmente. (Hernandez et al., 2007).

1.8.2. Trichophyton mentagrophytes el segundo agente causal de
dermatofitosis luego de Trichophyton rubrum, Se caracteriza por presentar
un crecimiento relativamente rapido. Presentan dos tipos de colonias:
algodonosas o granulares. Puede producir tinea capitis, tinea pedis, tiena
corporis, tinea barbae y tinea unguium. Un rasgo Unico de esta especie es
su capacidad de perforar pelo in vitro que ayuda a diferenciarlo de T.
rubrum (Rueda, 2002).
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Figura 3. Dermatofitos: a) T. rubrum; b) T. mentagrophytes

Es importante mencionar que otro agente etiolégico causante de micosis superficial, el T.
mentagrophytes, presenta caracteristicas macroscopicas que son semejantes a las que se
observa en T. rubrum. La diferenciacion de ellos se realiza mediante pruebas morfolégicas
y fisiolégicas como la penetracion del pelo in vitro, reduccion de la urea, asimilacion de
aminoacidos y producciéon de pigmentos, que demandan mayor costo a los laboratorios. Una
alternativa de identificacién precoz del T. rubrum es el empleo de cultivos cuya composicién
incluye extractos de papa donde T. rubrum produce pigmento rojo vinoso y T.

metagrophytes no lo produce.

12



CAPITULO |

2. MATERIALES Y METODOS



Para llevar a cabo la presente investigacion se siguié la siguiente metodologia ver Figura 4.
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Figura 4. Esquema del desarrollo de la investigaci6  n

Elaboracién: La autora.
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2.1. Recoleccion del material vegetal

Se recolectdé material vegetal en estado de floracion de S. sydowii Trel, en Febrero de 2013
en el sector Numbami, perteneciente a la provincia de Zamora Chinchipe. Las coordenadas
del sitio de recoleccion son: 728041E, 9540124N a una altura de 1161 m s.n.m. Se prepar6
una muestra de herbario para su identificacion cuyo vaucher: Pi-003-010 se encuentra
depositado en el herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja. La caracterizacion
botanica se la realizé en el Herbario de la Universidad Nacional de Loja por Bolivar Merino.

2.2 Obtencion de los extractos

El material vegetal recolectado fue secado a una temperatura de 32T por 8 dias, se
seleccionaron y pesaron 200g de las mismas, para posteriormente ser trituradas.
Consecutivamente se procedidé a macerar con tres disolventes de polaridad creciente, Hex,
DCM y AcOEt. La maceracion fue combinada, es decir, dinamica por 5 minutos, y
estacionaria 55 minutos. Seguidamente se filtr6 al vaci6. Los procesos de maceracion y
filtrado al vacio se realizaron 3 veces. Posteriormente se concentraron a presion reducida y
a temperatura moderada de 30-35T en el equipo rota evaporador (Figura 5). Para facilitar la
identificacion y trabajo con los extractos obtenidos se los denomind como se muestra a
continuacion: Extracto de Hex (VS1), Extracto de DCM (VS2) y Extracto de AcOEt (VS3).

Figura 5. Obtencidn del extracto a. Maceracion Dinamica b. Maceracion Estacionaria
c. Filtracién al vacio d. Rotaevaporacion.

Elaboracion: La autora.
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2.3. Andlisis de los extractos

Luego de obtener los tres extractos en Hex, DCM y AcOEt, utilizando placas de silica gel 60
F2s4, se observé cual de los tres extractos presentaba mayor riqueza en metabolitos
secundarios. Cabe indicar que se realiz6 en fase directa, y a distintas polaridades.
Finalmente con los resultados obtenidos se decidié optar por el Extracto de AcOEt (VS3).

EXTRACTO DE HEXANO

a) b) c)
Figura 6. Placas de silica gel TLC fase directa de los extractos de S. sydowii.
a) Hex-AcOEt 15:1(v/v); b) Hex-AcOEt 25:1 (v/v); c) Hex-Puro(v/v).

EXTRACTO DE AcOEty DCM

a) b) c)

Figura 7. Placas de silica gel TLC fase directa de los extractos de S. sydowii.
a) Hex-AcOEt 7:3(v/v); b) Hex-AcOEt 1:1 (v/v); c) Hex- AcOEt 8:2(v/v).
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2.4. Fraccionamiento en cromatografia en columna

Esta técnica consiste en la separacién de componentes de una mezcla, mediante una fase
movil, a través de una fase estacionaria (J.Sherma & Thin-Layer 2002).

Se sembr6 4g de extracto obtenido con acetato de etilo (VS3) para su fraccionamiento en
cromatografia de columna (CC) en una relacién 1:70 (extracto: silica). Se eluydé con
disolventes de polaridad creciente (Hex, AcOEt y MeOH). La silica gel empleada fue de
marca Merck 0,0015-0040mm.

Figura 8. Cromatografia en columna

Elaboracién: La autora

2.5. Cromatografia de capa fina

Se realiz6 ensayos en cromatografia de capa fina (TLC) a las fracciones obtenidas, para ello
se utilizé una placa de silica gel 60 Fzs4 (fase directa). Los disolventes utilizados para la fase
movil fueron Hex: AcOEt 1:1; 7:1; 7:3; y 3:7 (v/v), los mismos que permitieron la separacién
e identificacion de los compuestos. La visualizacion posterior se realizé con luz ultravioleta
de 254 y 365nm.

2.6. Unién y purificacion de fracciones

Se recolectaron 303 fracciones de 200ml cada una. Para su unién se relaciond la altura de
las manchas caracteristicas de cada fraccion, y la similitud visual que estas reflejaron ante la
luz ultravioleta a una longitud de 254 y 365nm; ademas se corrobord esta informacion con el

agente revelador utilizado, el acido sulfdrico al 5% y vainillina (Anexo 1).
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Las fracciones que cristalizaron, fueron sometidas a un proceso de purificacién utilizando

dos disolventes: acetona para lavar las impurezas, y MeOH para inducir la cristalizacion.

2.7.  Caracterizacion quimica de fracciones

Esta caracterizacion se realiz6 solamente a las fracciones que cristalizaron. Se determino el

punto de fusién (Pf), factor de retencion (Rf) y su solubilidad (s).

2.7.1. Punto de fusion

El punto de fusion de un compuesto soélido cristalino es la temperatura a la cual se
encuentran en equilibrio la fase sélida y la fase liquida y generalmente es informado dando
el intervalo entre dos temperaturas: la primera es cuando aparece la primera gotita de
liquido y la segunda es cuando la masa cristalina termina de fundir (Shriner et al., 1995).
Para determinar el punto de fusién de las fracciones, se calenté lentamente una pequefia
cantidad de la fraccion a analizaren el equipo Fisher-Johns-Melting Point Apparatus serial
40-22 de 50-60Hz (Figura 9.). A continuacion se registr6 la temperatura a la cual la muestra

pasaba de estado sdlido a liquido.

Figura 9. Equipo de fusion Fisher-Johns-Melting Point Apparatus serial 40-22.

Elaboracién : La autora
2.7.2. Factor de Retencién

Se define como la distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién / distancia
que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente (Choma, 2005). Los Rf de los
compuestos quimicos se calcularon de acuerdo a la férmula que se indica a continuacién y

considerando como referencia la (Figura 10).
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Figura 10 . Medida de los Rf en la placa de silica gel 60 F254

Fuente: Silva et al., 2008

2.7.3. Solubilidad

Es la propiedad de una sustancia para disolverse en otra (Fessenden & Fessenden 2000).
Los disolventes empleados para determinar la solubilidad de los compuestos fueron:

acetona, diclorometano, cloroformo y metanol.

2.8. ldentificacion de las moléculas aisladas
2.8.1. Cromatografia de gases acoplada a Espectros copia de masas (CG-EM)

Los andlisis de los compuestos aislados de la especie S. sydowii, por cromatografia de
gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM), se realizaron mediante un
cromatégrafo de gases Agilent, las respectivas inyecciones se realizaron en las columnas
capilares DB-5MS (5%-Fenil-metilpolisiloxano). El equipo que se utilizé para los respectivos
andlisis fue un cromatografo de gases serie 6890N, acoplada a un espectrometro de masas
Agilent serie 5973 inert, dotado con un sistema de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1,
cuenta con un inyector automatico split/splitless serie 7683. En la tabla 1 se detallan las
caracteristicas de las columnas capilares que se usaron para las inyecciones

cromatograéficas.

Tabla 1. Caracteristicas de la columna capilar utilizada.

CARACTERISTICAS DE LA COLUMNA CAPILAR
Columna  Temperatura (°C) Pelicula(um) Diametro interno (mm) Longitud (m)

DB-5 350 0,25 0,25 30

Fuente: Proveedores
Elaboracién: La autora
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Para realizar las respectivas corridas cromatograficas se usaron algunos parametros
operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras de los compuestos obtenidos de
las fracciones 12-13 y 38-39. (Figuras 11).

Inyector
(Split/Splitless)
Modo: Split
Temperatura inicial:
250C

Gas: Helio

Columna

Columna capilar DB-5MS

0,25mm * 30m *0,25um

Temperatura

maxima:350%C Horno Temperatura inicial:
Flujo constante 80T

Flujo inicial:1,2mL/min Temperatura final:
Presion inicial: 11.68psi 270C

Velocidad promedio:

50cm/sec

Presion de salida: vacio

RESULTADOS " Detector
: Espectréometro de masas
Temperatura: 250C
Modo: Flujo constante

Gas: Helio

Figura 11. Condiciones de operacion del CG-EM en la columna DB-5MS para el analisis de
las fracciones 12-13 y 38-39

Elaboracion: La autora
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2.9. Determinacion de la actividad antifungica

2.9.1.  Microdilucion en caldo: Concentraciéon minim  a inhibitoria (CMI)
a. Fundamento

Es un método de cultivo liquido al cual se le agrega un estandar bacteriano o flngico y es
inoculado dentro de los pocillos de una microplaca TC96,que contienen diferentes diluciones
del extracto a ensayar para tener 17 concentraciones decrecientes inhibitorias en caldo.
Este método define la menor concentracion del extracto necesaria para inhibir la produccién
y multiplicacion de un crecimiento visible de una cepa microbiana dada en el sistema de
prueba (Willey & Sons, 2005).

b. Microorganismos de prueba

Para la evaluacion de la susceptibilidad antifungica se emplearon dos hongos esporulados:
Trichophyton mentagrophytes ATCC ® 28185 y Trichophyton rubrum ATCC ® 28188.

c. Preparacion de las muestras

Para disolver los extractos, se utiliz6 20mg de muestra diluido en 1000ul de Dimetil-sulfoxido
(DMSO). Con el fin de disolver completamente los extractos se utilizd el equipo de
ultrasonido.

2.9.2.  Preparacion de la suspension de los inéculo s

Se preparo la suspension a partir de las cepas en reserva criogénica mantenidas a -80 C,
se tomo de la suspensién 14pL diluido en 7 mL de Caldo Sabouroud. De estas suspension
se tomaron 100uL para completar a 200uL el volumen final de la placa de cultivo, de esta
manera se ajusta la poblacién flingica a 5x10* esporas/mL. Las condiciones de cultivo de las

cepas empleadas se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo y condiciones de incubacion para las cepas de hongos

utilizadas.
Hongos esporulados Medio de cultivo Condiciones de
Incubacién
T. mentagrophytes Caldo Sabouraud 28 °C por 24-72
T. rubrum Caldo Sabouraud 28 °C por 24-72

Fuente :(Willey & Sons, 2005)
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2.9.3. Ensayo de Concentracion minima inhibitoria ~ (CMI)

Para este ensayo se realiz6 sobre microplacas de 96 pocillos utilizando el procedimiento de
dilucion doble seriada del siguiente modo: colocamos 180uL de caldo Sabouroud al primer
pocillo y 100uL a todos los demas pocillos restantes, luego se adicion6 20uL de la disolucién
del extracto o la fraccién prueba segun sea el caso, después se realizaron diluciones
seriadas tomando 100uL del primer pocillo y diluyendo con 100uL del pocillo siguiente y se
continué este procedimiento hasta obtener 8 diluciones consecutivas. Se siguié el mismo
procedimiento para el control de esterilidad (180uL caldo + 20uL extracto), control negativo
(180uL caldo + 20uL DMSO) y para el control positivo (180uL caldo + 20uL Itraconazol).

Después de preparada la placa se inocularon todas las columnas con 100ul de la
suspension del indculo a excepcién de los controles de esterilidad, completando un volumen
final de 200yl en la placa de cultivo, de esta manera se ajusto la poblacion final del in6culo a
5x10%esporas/mL, y una concentracion final de la disolucién de prueba de 1000 a 0,5ug/mL
en las diluciones seriadas consecutivas. El control positivo consiste en una solucién de
1mg/mL de ltraconazol. Asi mismo como control negativo se empled DMSO. Se incubaron
las placas a 28T, y se registro los resultados por 96 horas. La lectura e interpretacion de la
CMI se la realiz6 visualmente. Se define como la menor concentracion del extracto prueba
necesaria para inhibir la produccién y multiplicacion de un crecimiento visible de una cepa
microbiana dada en el sistema de evaluacién (Willey & Sons, 2005).

Elaboracion: La autora.

Figura 12. llustracion de la microplaca TC96 hecha con 12 columnas y 8 filas
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CAPITULO llI

3. RESULTADOS Y ANALISIS



3.1. Extractos obtenidos de la especie  S. sydowii

En la tabla 3 se describe el peso y rendimiento de los extractos VS1, VS2 y VS3 a partir de
200g de muestra vegetal seca.

Tabla 3. Peso y rendimiento de los extractos de S. sydowii

Extracto de HEX (VS1) 8.58 4.29
Extracto de DCM (VS2) 200 12.08 6.04
Extracto de AcOEt(VS3) 6.12 3.06

Elaboracién: La autora.

3.2. Compuestos aislados de la especie  S. sydowii

A partir de la cromatografia en columna se obtuvieron 303 fracciones. Todas las fracciones
eluidas fueron analizadas por cromatografia de capa fina, usando placas de silica gel
60F254 (fase directa).

En la Tabla 4 se exponen los disolventes empleados y las proporciones a las cuales las
fracciones fueron eluidas asi como también la apariencia que presentaron.

Tabla 4. Fraccionamiento Cromatogréfico del extracto en AcOEt.

1-11 100 Aceitosa
12-13 100 HEXANO Aceitosa
14-17 100 Aceitosa
18-24 95:5 Hex- ACOEt Sélida
25-26 95:5 Hex- ACOEt Aceitosa
27-37 90:10 Hex- ACOEt Sélida
38-39 90:10 Hex- ACOEt S
40-41 90:10 Hex- ACOEt Sélida
42-43 90:10 Hex- ACOEt Sélida
44-46 90:10 Hex- ACOEt Sélida
47-51 90:10 Hex- ACOEt Sélida
52-58 85:15 Hex- ACOEt Sélida
59-62 85:15 Hex- ACOEt Sélida
63-65 80:20 Hex- ACOEt Sélida
66-70 80:20 Hex- ACOEt Sélida
71-73 80:20 Hex- ACOEt Sélida
74-76 75:25 Hex- ACOEt Sélida
77-78 75:25 Hex- ACOEt Sélida
79-80 75:25 Hex- ACOEt Sélida
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81-83 75:25 Hex- AcOEt Sélida

84-86 75:25 Hex- ACOEt Sélida

87-91 75:25 Hex- ACOEt Sélida

92-96 70:30 Hex- AcCOEt Sélida
97-103 70:30 Hex- ACOEt Sélida
104-113 70:30 Hex- ACOEt Sélida
114-117 65:35 Hex- AcOEt Sélida
118-121 65:35 Hex- ACOEt Sélida
122-126 60:40 Hex- ACOEt Sélida
127-131 60:40 Hex- AcCOEt Sélida
132-136 55:45 Hex- ACOEt Sélida
137-140 55:45 Hex- ACOEt Sélida
141-142 50:50 Hex- AcOEt Sélida
143-146 50:50 Hex- ACOEt Sélida
147-152 45:50 Hex- ACOEt Sélida
153-156 45:50 Hex- AcOEt Sélida
157-161 40:60 Hex- ACOEt Sélida
162-166 40:60 Hex- ACOEt Sélida
167-168 35:65 Hex- AcCOEt Sélida
169-171 35:65 Hex- ACOEt Sélida
172-173 30:70 Hex- ACOEt Sélida
174-180 25:75 Hex- AcCOEt Sélida
181-201 20:80 Hex- ACOEt Sélida
202-215 10:90 Hex- ACOEt Sélida
214-224 5:95 Hex- AcCOEt Sélida
225-235 100 AcOEt Sélida
236-244 95:5 AcOEt — MeOH Sélida
245-253 90:10 AcOEt — MeOH Sélida
254-260 80:20 AcOEt — MeOH Sélida
261-268 70:30 AcOEt — MeOH Sélida
269-272 60:40 AcOEt — MeOH Sélida
273-275 50:50 AcOEt — MeOH Sélida
276-278 40:60 AcOEt — MeOH Sélida
279-281 30:70 AcOEt — MeOH Sélida
282-291 20:80 AcOEt — MeOH Sélida
293-298 10:90 AcOEt — MeOH Sélida
299-303 100 MeOH Sélida

Elaboracion : El Autor

Como se puede observar en la Tabla 4 las fracciones de la 12-13 presentaron la formacion
de particulas aceitosas amarillas, en las fracciones 38-39 se present6 un precipitado
granuloso.
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3.2.1. Fracciones 12-13

Este compuesto se obtuvo en las fracciones eluidas con Hexano Puro. La fraccion fue
soluble en Hex y DCM e insoluble en MeOH su punto de fusiéon es de 63-64 T. Las

fracciones mostraron particulas aceitosas amarillas.

Su cromatografia de capa fina Figura 13, corrida con Hex: AcOEt en proporcién 1:1, dio una
mancha de color morada al ser revelada con acido sulfdrico y vainillina (Anexo 1) dando un
Rf de 0,3. No fue visible en la luz UV de 254 y 365nm.

> Rf 0,3

’

Figura 13. TLC de la fraccion 12-13 luego de ser revelada con acido sulfarico y vainillina
Elaboracion: La autora

La CG-EM determiné que en la fraccion 12-13, con una probabilidad del 99%, se encuentra

el 6xido de cariofileno que corresponde al compuesto de tipo sesquiterpeno. (Figura 14)

Figura 14. Estructura quimica del 6xido de cariofileno. C;sH,,0

En los espectros de masas lo picos de iones moleculares observados, que son compatibles
con la formula molecular CisH,,0 y su peso molecular 220g/mol de 6xido de cariofileno,

fueron corroboraron con la base de datos NIST (2010).
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Al comparar el espectro de masas por impacto electronico del compuesto de oOxido de
cariofileno con base de datos NIST 0.8 (usada por el equipo) (Figura 15) y corroborando en
literatura (Adams, 1995; Choi, 2005) se pudo concluir que el compuesto es un
sesquiterpenoide, llamado “oxido de cariofileno”. Oxido de cariofileno es un sesquiterpeno
triciclico natural que es un componente de muchos aceites esenciales, el mecanismo de
accion de los terpenos no se entiende completamente, pero se especula que participa en la

membrana de interrupcién por los compuestos lipofilicos (Choi, 2005).

Se han aislado diversos terpenos de especies de Piper, principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos, siendo poco frecuentes los triterpenos. Asi, entre las los
terpenos mas frecuente se encuentran el B-cariofileno, linalol y mirceno aislados de P.
regnellii, P. cernuu, P. auritum, P. guinense y P. cubeba (Costantin, M.B et al., 2001),
también el 6xido cariofileno, presente en el aceite esencial de hojas de Piper cf. cumanense
Kunth (Choi, 2005).
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Figura 15. Espectro de masas del compuesto de 6xido de carifileno identificado por CG-EM. De la
especie Sarcorhachis sydowii.
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Figura 16. Espectro de masas del 6xido de cariofileno extraido de la base de datos NIST 0.8.
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3.2.2.Fracciones 38-39

El compuesto se lo obtuvo en las fracciones eluidas con Hex:AcOEt en proporcion 90:10, el
cual se purifico con acetato de etilo y se lavé con acetona, se obtuvo un precipitado
granuloso de color blanco. La fraccion fue soluble en Hex y DCM e insoluble en MeOH su
punto de fusién fue de 123 - 125°C.

Su cromatografia de capa fina Figura. 17, corrida con Hex: AcOEt en proporcion 1:1, dié una

mancha de color violeta al ser revelada con &cido sulfdrico y vainillina (Anexol), dando un Rf
de 0,6. No fue visible en la luz UV de 254 y 365nm.

Rf0.6

Figura 17. TLC de la fraccion 38-39 luego de ser revelada con acido sulfdrico y vainillina

Elaboracién: La autora

Segun la Base de Datos del equipo de Cromatografia de Gases acoplada a Espectroscopia
de masas (CG-EM), que se utilizé en esta investigacion, indica que en la fraccion 38-39, con
una probabilidad del 99%, se encuentra el B-sitosterol. Asi mismo con un 95%, el Stigmasta-
5,22-dien-3-ol Stigmasterol. Finalmente un 99%, el Campesterol. En los espectros de masa
obtenidos se observaron los picos de ion molecular a 414, 412 y 400m/z (Anexos 3, 4 y 5),
que pertenecen a las férmulas moleculares C,gHs00 del B-sitosterol, CogHsgO del Stigmast a-
5,22-dien-3-ol Stigmasterol y C,gH4s0 del campesterol, respectivamente. Todos estos datos
fueron corroborados con la base de datos NIST (2010) y se encuentran también acordes con
los datos de mezcla de esteroides cominmente encontrados en plantas ya conocidas en la
literatura (Andrade, 2003).
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Figura 18. Perfil cromatogréfico de la fraccién 38-39.

Para el B-sitosterol se tiene un tiempo de retencion de 32,19 minutos con un porcentaje de
area relativo de 23.51% y un pico de ion molecular en m/z 400(Anexo 2 y Anexo 3), Seguido
el estigmasterol, con un tiempo de retencién de 29.94 minutos con un porcentaje de area
relativo de 4,68 % y un pico de ion molecular en m/z 412(Anexo 2 y Anexo 4), Finalmente
esta el campesterol en un tiempo de retencion de 29,11 minutos con un porcentaje de area
relativo de 3,075 % y un pico de ion molecular en m/z 414 (Anexo 2 y Anexo 5).

B-SITOSTEROL
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ESTIGMASTEROL

CAMPESTEROL

Las fracciones 38-39 que contiene B-sitosterol, estigmasterol y campesterol. Aunque a la
mayoria de los fitosteroles no se le conocen actividades biolégicas especificas en la
naturaleza, excepto como componentes de las membranas celulares, se ha informado de
diversas propiedades terapéuticas cuando se ingiere en ciertas dosis, incluyendo la
reduccion de colesterol en suero, la inhibicion del crecimiento en células de cancer,
antiinflamatorio, antipirético, e inmunomodulacion liberacién de insulina (Garibello 2010). Los
fitosteroles estan siendo investigados como componentes anticancerosos de la dieta. De
Stefani et al., (2000) en un estudio epidemiolégico encontraron una relacion directa entre la
reduccion del riesgo de padecer cancer del estdbmago y la presencia de un elevado
contenido de fitosteroles en la dieta. Se han podido comprobar sus efectos en el laboratorio,
tanto in vitro (cultivo de lineas celulares) como en animales, sobre algunos de los tipos de
cancer de mayor recurrencia en la poblacion, como el de colon, préstata, y mama, con
fuertes evidencias de la inhibicién del crecimiento y la apoptosis de células tumorales, asi
como de la metastasis. Se reportd una reduccion de hasta un 80 % del crecimiento y de

hasta un 30% de metastasis, siendo el B-sitosterol el fitosterol de mayor efectividad.
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Cabe indicar que es muy dificil identificar al B-sitosterol, estigmasterol y campesterol,
cuando se encuentran juntos en una misma fraccion, mediante la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) ya que los 3 compuestos poseen el mismo nucleo esteroidal, de tipo A5-3-3
hidroxiandosteno (Martinez, 2001). Pero, en caso de no ser posible obtenerlos en estado
puro, la Cromatografia de gases acoplada a Espectroscopia de masas (CG-EM) es un

método valido para identificarlos (Parra, 2011).

Los esteroles se derivan biogenéticamente de la AcetilCoa via mevalonato y escualeno. Se
han aislado esteroles como el estigmasterol en P. betle y P. cumanesense (Parmar et al.,
1997). Asi mismo entre las especies del genero Piper al sur del Ecuador, se han reportado
la misma mezcla esteroidal como es en P. pseudochurumayu (Chamba, 2012), P.
asperiusculum (Chuquimarca, 2013) y P. peltatum L. (Vidal, 2013). Los estudios
anteriormente descritos, indican que es frecuente encontrar resultados similares a los

obtenidos en esta investigacion.

3.3. Evaluacién de actividad antifingica

3.3.1 Concentracién minima Inhibitoria (CMI)

Segun (Holetz et al.,, 2002) considera que si un extracto o compuesto presenta una CMI
<100pg/mL la actividad antimicrobiana es buena, de 100 a 500ug/mL moderada, de 500 a
1000ug/mL mala y >1000ug/mL nula.

Estudios quimicos realizados en especies de la familia Piperaceae del Brasil han revelado la
ocurrencia de diversos productos naturales fisiolégicamente activos tales como alcaloides,
amidas, pironas, dihidrochalconas, flavonoides, fenilpropanoides, lignanos y neolignanos
(Orjala et al., 1994; Martins et al., 2000; Danelutte et al., 2003). Varias amidas isobutilicas,
pirrolidina, dihidroxipiridona y piperidina (Alécio et al., 1998; Navickiene et al., 2000; Silva et
al., 2002) han sido determinadas. Estas amidas han generado interés debido a sus potentes
propiedades insecticidas y antifingicas (Miyakado et al., 1989; Alécio et al., 1998;
Navickiene et al., 2000; Silva et al., 2002; Soberén et al., 2006).

El extracto de Hex (VS1) mostrd actividad antifingica de 1000ug/mL contra Trichophyton
mentagrophytes y contra Trichophyton rubrum; el extracto de DCM (VS2) mostré actividad
antifingica de 1000ug/ml contra Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum que
se la clasifica como una actividad muy débil o nula, Mientras que el extracto de AcOEt (VS3)
tuvo una CMI de 250ug/mL contra Trichophyton mentagrophytes y 150 pg/mL contra

Trichophyton rubrum que se considera actividad antifingica moderada, de modo que
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podemos indicar que no tiene ninguna actividad a la concentracidn mencionada. Se ha
reportado actividad insecticida y antifingica en las amidas, cumarinas y lignanos (Huamani
& Ruiz, 2005).

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a los hongos Trichophyton

mentagrophytes y Trichophyton rubrum

Extracto Trichophyton Trichophyton rubrum
mentagrophytes ATCC ATCC 28188®(Tr)
28185°(Tm)

VS1 1000ug/mL 1000ug/mL

VS2 1000pg/mL 1000pg/mL

VS3 250ug/mL 150 pg/mL
Control positivo itraconazol 100% de inhibicion (7,8ug/mL)

Control negativo 1000pg/mL 1000pg/mL

Elaboraciéon: El Autor

Los extractos vegetales son mezclas muy complejas de cientos de compuestos en diversas
cantidades; por eso se ensayan concentraciones relativamente altas de forma que es
bastante posible que los metabolitos causantes de la actividad ejerzan su efecto en

cantidades muy pequefias (Ospina, 2012).
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CAPITULO IV



CONCLUSIONES

v' Se aislé por medio de cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas
(CG-EM), el compuesto conocido como tipo sesquiterpeno 6xido de cariofileno y una
mezcla de esteroidal de B-sitosterol, stigmasta-5,22-dien-3-ol y campesterol, este es
el primer reporte para la especie Sarcorhachis sydowii.

v' La CMI determino que los extractos total en Hexano y Diclorometano no mostré

actividad antifingica contra T.mentagrophytes y T. rubrum.

v' El extracto en acetato de etilo presento actividad antifiingica moderada contra las
dos cepas de hongos T. mentagrophytes con un 250ug/mL y T. rubrum con un
150ug/mL.

34



RECOMENDACIONES

v' Realizar trabajos de investigacion que contribucion al estudio fitoquimico de la parte
aérea de la especie en estudio y asi mismo investigar técnicas modernas que

permitan obtener compuestos mas puros.
v' Desarrollar investigaciones similares con otras especies del género Piper, ya que

varios estudios confirman su riqueza en metabolitos secundarios, que se presentan

como una alternativa a la medicina tradicional.
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ANEXOS



ANEXOS 1.

Preparacion de la solucién de revelado (4cido sulfu  rico/ vainillina 5%)

Acido sulfdrico y vainillina: ~ Se emplea como revelador en los cromatogramas de aceites
esenciales y la mayor parte de compuestos organicos

Reactivos Composicion

Acido sulfarico 250ml de etanol

12,5mL de acido sulfurico

Procedimiento:

¢ Se aforan los 12,5 de acido sulfurico con los 250ml de etanol

Reactivos Composicién

Vainillina 250ml de etanol

2,5mL de vainillina

Procedimiento:

¢ Se aforan los 2,5g de vainillina con los 250ml de etanol

Fuente: Protocolo del Laboratorio de Fitoquimica (2013) del Departamento de Quimica de
la UTPL
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ANEXO

S2.

Espectros de masas (CG-EM) de la fraccion 38-39

1400000
1200000
32.19
1000000
800000
600000
29.94
| 400000 29.1
200000
F‘"\"'LJHIM""}\J"'\"'l""{"'yv
ime--> 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00
Compuestos asignados por CG-EM
PK# RT Area% Cas# Qual%
B-sitosterol 32.19 23.51 000083-47-6 99
Estigmasterol 29.94 4.68 000083-48-7 95
Campesterol 29.11 3.75 000474-62-4 99
Diclorometano (disolvente) 1.06 68.06 000075-09-2 86

DB-5MS capillary column
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Anexo 3.

Espectro de masas del B-sitosterol identificado por CG-EM, en la fraccién38-39. (Anex. 3a)
comparado con el espectro de la base de datos NIST 08 (Anex. 3b)
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Anexo 4.

Espectro de masas del Estigmasterol identificado por CG-EM, en la fraccién38-39. (Anex.
4a) comparado con el espectro de la base de datos NIST 08 (Anex. 4b)
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Anexo 5.

Espectro de masas del Campesterol identificado por CG-EM, en la fraccién38-39. (Anex. 5a)

comparado con el espectro de la base de datos NIST 08 (Anex. 5b)
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