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RESUMEN

Se realiz6 un perfil de alcamidas en los diferentes tejidos de Piper auritum. Para
esto, se obtuvo el extracto etandlico de hojas, tallos, inflorescencias y raices.
Posteriormente, cada extracto fue analizado por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas con ionizacion por impacto electronico (GC/EIMS),
donde se identificé al safrol y a la miristicina como compuestos mayoritarios. Se
detectaron tres alcamidas: N-isobutil-2E-4E-decadienamida (pellitorina), N-isobutil-
2E-decamonoenamida y N-metilbutil-2E-4E-decadienamida, cada una con una
distribucion distinta en la planta. Para confirmar la presencia de estas alcamidas, se
realiz6 la sintesis enzimatica de estos compuestos, usando la enzima Novozym
lipasa B de Candida antarctica. Esto permiti6 comparar su tiempo de retencion y su
espectro de masas con los de las alcamidas presentes en los extractos y de esta
manera corroborar su identidad y presencia en P. auritum. También, se detectaron
dos ésteres alfa-insaturados, 2E-4E-decadienoato de etilo y 2E-4E-decadienoato de
metilo que son reportados por primera vez en plantas de este género. Para
confirmar la presencia de estos ésteres, se llevo a cabo su sintesis mediante la
isomerizacion del éster de pera comercial (2E-4Z-decadienoato de etilo) a 2E-4E-
decadienoato de etilo y mediante una reaccion de metilacién del acido 2E-4E-
decadienoico, se obtuvo el metil éster correspondiente. Adicionalmente, se evalu6
la capacidad inhibitoria del quorum sensing de los extractos, por métodos de
bioautografia utilizando la cepa reportera de Chromobacterium violaceum CV026,
donde se observé que los extractos de tallo y raiz poseen compuestos que inhiben
este sistema. Las alcamidas y los ésteres obtenidos por sintesis también fueron
evaluados, observandose que los ésteres inhiben el quorum sensing a partir de
concentraciones de 25 pg, a diferencia de las alcamidas que inducen este sistema

de comunicacioén, actuando como moléculas sefializadoras.
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ABSTRACT

A profile of alkamides in the different tissues of Piper auritum was obtained. For this,
ethanolic extracts of leaves, stems, inflorescences and roots was obtained.
Subsequently, each extract was analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry with electronic impact ionization (GC/ EIMS), where safrole and
myristicin were identified as major compounds. Three alkamides were detected: N-
isobutyl-2E-4E-decadienamide (pellitorine), N-isobutyl-2E-decamonoenamide and
N-methylbutyl-2E-4E-decadienamide, each with a different distribution in the plant.
To confirm the presence of these alkamides, the enzymatic synthesis of these
compounds was performed, using the enzyme Novozym lipase B of Candida
antarctica. This allowed to compare their retention times and their mass spectra with
those of the alkamides present in the extracts and in this way corroborate their
identity and presence in P. auritum. Also, two alpha-unsaturated esters, ethyl 2E-
4E-decadienoate and methyl 2E-4E-decadienoate were detected that are reported
for the first time in plants of this genus. To confirm the presence of these esters, their
synthesis was carried out by means of the isomerization of the commercial pear
ester (2E-4Z-ethyl decadienoate) to ethyl 2E-4E-decadienoate and by a methylation
reaction of the resulting 2E-4E decadienoic acid, the corresponding methyl ester was
obtained. Additionally, the quorum sensing inhibitory capacity of the extracts was
evaluated by bioautography methods using the Chromobacterium violaceum CV026
reporter strain of, where it was observed that stem and root extracts contained
compounds that inhibit this system. The alkamides and esters obtained by synthesis
were also evaluated, observing that the esters inhibit the quorum sensing starting
from 25 pg, unlike the alkamides, that induce this communication system, acting as

signaling molecules.

Xi
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I. ANTECEDENTES

1.1 Género Piper.

La familia Piperaceae comprende tres géneros: Piper, Ottonia y Piperomia.
Especificamente el género Piper se caracteriza por tener importancia econémica y
en la medicina tradicional. Este género se distribuye de manera pantropical e incluye
mas de 1,500 especies, lo que lo hace uno de los méas diversos y amplios (Figura
1) (Jaramillo y Manos, 2001). Las especies que comprenden este género son
morfologicamente bastante uniformes y se conforma por plantas epifitas,
lianescentes y en ocasiones arboles pequefios. Las hojas aromaticas, simples o
alternas, pecioladas, de formas variables y con margenes enteros. Inflorescencias
solitarias, generalmente opuestas a las hojas, raramente agrupadas, compuestas
por decenas a miles de flores pequefias (por ejemplo, Piper auritum) agrupadas en
forma de espiga, umbelas o paniculas. Flores unisexuales o hermafroditas con
bracteas subyacentes. Frutos en forma de baya, semi-ovados o globosos, sésiles o
con pedicelos que van de color amarillo a rojo y muy fragantes al llegar a la madurez.
Los tallos se caracterizan por ser flexibles compuestos de nodos que se rompen
facilmente, conocidos como “Huesos de Piper”’. La mayoria de las especies son
aromaticas y producen pequefias perlas oleosas en tallos y hojas que son utilizadas
como alimento por insectos mutualistas. (Lee-Dyer et al., 2004; Mangion, 2011).

La especie mas representativa de este género es Piper nigrum Linneo, conocida
comunmente como “pimienta negra”. Esta especie es uno de los cultivos de mayor
importancia en varios paises, ya que es uno de los condimentos mas utilizados a
nivel mundial. Los frutos inmaduros son la fuente de produccién de “pimienta negra”,
mientras que los maduros dan lugar a la “pimienta blanca” (Scott et al., 2008). En la
medicina tradicional Piper nigrum L. es utilizada como infusion para el tratamiento
de diarrea, fiebre, colicos y padecimientos gastrointestinales (Mgbeahuruike et al.,
2017).
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Dentro del uso tradicional que se les da a las especies del género Piper, se tiene a
P. methysticum G. Forst, que es la fuente natural de una bebida narcética conocida
como “Kava kava, kawa-kawa o kava”, utilizada ritualmente por los polinesios. En
Asia las hojas P. betle L. se mastican después de la comida para mejorar la
digestion. Algunas otras especies como P. cubeba L. (“pimienta cubeb”), P. longum
L. (“pimienta larga”) y P. auritum Kunth (“hierba santa”) se utilizan localmente como

condimentos o con fines medicinales (Lee-Dyer et al., 2004) (Figura 2).

AMAZONIX
300 SPP.

._J
ATLANTIC FOREST
- 150 SFP.

AFRICAN TROPICS
15 SPP.

-

Figura 1. Distribucion del género Piper y sus principales sitios de diversificacion (tomado de
Jaramillo et al., 2001).

Figura 2. Algunas especies representativas del género Piper. A: P. nigrum, cominmente conocida
como “pimienta negra”, una de las especies con mayor importancia econémica a nivel mundial. B:
P. methysticum, cuyo nombre comin es “Kava kava”, utilizada ritualmente en Polinesia. C: P. betle,
utilizada principalmente como estimulante de la digestion.
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1.1.1. Fitoquimicay actividades biolégicas del género Piper.

Debido a la importancia del género Piper, existen diversos estudios de su
composiciéon quimica. Hasta el momento se han reportado cerca de 667
compuestos, que comprenden alcaloides, amidas, lignanos, neolignanos, terpenos,
propenilfenoles, esteroides, kavapironas, chalconas, piperdélidos, entre otros (Lee-
Dyer et al., 2004). La importancia de estudiar con mayor detalle la composicion de
diferentes especies de este género radica en que muchos de los extractos obtenidos
mostraron presentar metabolitos con actividad biolégica. Por ejemplo, algunos
componentes de los extractos etandlicos de los frutos de P. nigrum mostraron tener
actividad antibacteriana contra Bacillus subtilis, B. sphaericus, Staphylococcus
aureus, Klebsiella aerogenes y Chromobacterium violaceum. Ademas, se observé
gue el extracto etandlico de esta especie inhibe el crecimiento de bacterias que son
resistentes a multiples medicamentos y actla sinérgicamente con algunos
antibiéticos para potenciar su actividad (Reddy et al., 2004). El aceite esencial
obtenido mediante arrastre de vapor de las hojas de P. chaba L., inhibi6 el
crecimiento de algunos hongos fitopatdbgenos como Fusarium oxysporum,
Phytophthora capsici, Colletotrichum capsici, F. solani y Rhizoctonia solani, asi
como el de P. hispidinervum C. DC., presentd actividad antiprotozooaria contra
Acanthamoeba polyphaga (Sauter et al., 2012). Los extractos de P. claussenianum
(Mig.) C. DC., poseen una gran cantidad de nerolidol, que resulté efectivo contra la
formacion, el crecimiento y la estabilidad de las biopeliculas producidas por Candida
albicans. De algunas especies como P. acutifolium (Ruiz & Pav.) y P. anduncum L.,
se han aislado metabolitos que han mostrado ser efectivos para combatir algunos
pardsitos. Un ejemplo es el metil-3-4-dihidroxi-5-(3-metil-2-butenil) benzoato que
mostré actividad contra Leishmania spp., Trypanosoma cruzi y Plasmodium
falciparum. Ademas, se ha demostrado que algunos alcaloides y amidas como la
piperina, presente en algunas especies del género Piper inhibe la proliferacion de
algunas lineas celulares de cancer y se ha evaluado su actividad antitumoral en

ratones (Mgbeahuruike et al., 2017).
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1.2 Piper auritum Kunth.

P. auritum Kunth (Figura 3), comunmente conocida como “hierba santa” o “acuyo”
es una de las especies mas comunes del Nuevo Mundo. Se caracteriza por ser un
arbusto que puede alcanzar hasta los 6 m de altura. Sus hojas son acorazonadas y
grandes de hasta 50 cm de longitud y 30 cm de ancho. Las inflorescencias se

presentan en forma de espiga de color verde pélido a blanco.

Reino: Plantae

Filo: Magnoliofita
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae

Género: Piper

Especie: Piper auritum Kunth

Figura 3. Clasificacion taxondémica de la especie Piper auritum (Kunth).

Es conocida en varios lugares de la Republica Mexicana y en algunos paises de
Centro y Sudamérica con los nombres comunes de quelite, hoja del cancer, acoyo,
acuyo, cordoncillo, corrimiento, hierba anis, higuerilla, acoyo cimarrén, hoja de
Santa Maria, entre otros. Se distribuye en México, Belice, Guatemala, Honduras, El
Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama y Colombia (Tebbs, 1989).
Especificamente en México, se encuentra en los estados de Chiapas, Tabasco,
Quintana Roo, Veracruz y Yucatan y es utilizada como sudorifico, analgésico para
el tratamiento de cdlicos, dolor de cabeza, dolor de muelas e incluso como un
estimulante digestivo (Monzote et al., 2010). Es utilizada como condimento en
algunos estados de México para la elaboracion de tamales, mole verde y “tapixtle”,
que es un guisado tipico de Veracruz. En Belice, se fuma como sustituto de la
marihuana y en algunas comunidades indigenas de Centroamérica se elabora un
jugo de las hojas machadas para prevenir paludismo y retirar piojos y garrapatas
(Vizcaino-Paez, 2013).
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1.2.1 Fitoquimica y estudios realizados en Piper auritum.

Debido a la diversidad de compuestos presentes en el género Piper y a las
propiedades bioldgicas que presentan, se han realizado estudios enfocados a la
caracterizacion y evaluacion extractos obtenidos de especies como P. auritum.
Especificamente de esta especie, se han aislado fenilpropanoides, terpenos,
flavonas y esteroles. (Parmar et al., 1997). En la Tabla 1, se presentan algunos de

los compuestos ya reportados para esta especie.

Tabla 1. Algunos metabolitos aislados de Piper auritum (Tomado de Parmar et al.,1997).

Clasificacion Compuestos
Propenilfenoles Elemicina
Eugenol
Miristicina
Safrol
Terpenos Bisaboleno
Borneol

Acetato de borneol
a-Pineno, B-Pineno
Cariofileno
Copaeno
Limoneno
Espatulenol
Terpinoleno
Transfitol

Flavonas 7.,4’-Dimetoxi-5,3’-dihidroxiflavona
Esteroles Sitosterol

En cuanto a la actividad biolégica de P. auritum, Monzonte et al. (2010)
caracterizaron el aceite esencial de esta especie y evaluaron su toxicidad y su
actividad contra Leishmania. El analisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC/ EIMS), revelé que el compuesto mayoritario es el
safrol (Figura 4) con una abundancia del 87%. El aceite esencial fue activo contra
los promastigotes de Leishmania major, L. mexicana, L. braziliensis y L. donovani

y, a su vez, inhibid el crecimiento intracelular de amastigotes de L. donovani.
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Figura 4. Estructura quimica del safrol, un fenilpropanoide que es el componente principal del

aceite esencial de P. auritum.

En el 2012, Pineda et al., evaluaron la eficacia de cuatro extractos utilizando
diferentes solventes: n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol, asi como
el aceite esencial de P. auritum y P. holtonii sobre la inhibicion del crecimiento de
tres hongos patdégenos de frutos de importancia agricola: Colletotrichum acutatum,
C. gloeosporioides y Botryodiplodia theobromae. Los extractos que mostraron
mayor actividad contra estos patdgenos fueron el hexanico y el aceite esencial de
ambas especies. Los compuestos mayoritarios identificados fueron safrol para P.
auritum y apiol para P. holtonii. En el mismo afio, se llevé a cabo un estudio donde
se evaluo el efecto anti nutricio y la toxicidad de los extractos hexanico y metandlico
de semillas de Azaradichta indica y de hojas de P. auritum y Petiveria alliacea sobre
larvas de Spodoptera exigua en condiciones de campo y laboratorio. El mayor efecto
se observo con los extractos de A. indica seguidos de los de P. auritum (Delgado-
Barreto et al.,, 2012). Sanchez et al, en el 2013, mostraron la actividad
antibacteriana del aceite esencial de P. auritum sobre Xanthomonas albilineans y X.
campestris. Ademas, el trabajo realizado por Caballero-Gallardo et al. (2014),
evalué la actividad repelente y la toxicidad de los aceites esenciales de P. auritum
y P. multiplinervium sobre Tribolium castaneum. El aceite esencial P. auritum mostrd
una actividad repelente mas eficiente en comparacion con el de P. multiplinervium,
ademas de causar un 100% de letalidad durante un periodo minimo de exposicién.
Los compuestos identificados a los que se les atribuy6 esta actividad fueron safrol
y miristiceno, para P. auritum y 3-elemeno, trans-g-cariofileno y oxido de cariofileno

para P. multiplinervium.
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1.3 Piperamidas y su actividad bioldgica.

Las piperamidas son, al igual que las alcamidas, compuestos alfa insaturados que
se presentan en especies del género Piper. La mayoria de estos compuestos se
conforman de una parte acida, como por ejemplo el acido cinamico, que forma un
grupo amida con un nitrégeno que se encuentra en un anillo de 5 o 6 carbonos, 0
en algunas ocasiones unido a una cadena isobutilo. La primer piperamida aislada
fue la piperina, obtenida de P. nigrum, que es responsable del sabor y olor
caracteristico que posee la pimienta, y es la mas comun en especies de este género.
Sin embargo, existen algunas otras con amplia distribucion como la chavicina,
piperilina y piperlonguminina que, estructuralmente, difieren en el sustituyente y el

patron de sustitucion en el grupo aromatico (Figura 5).

Aunque la ruta de biosintesis de estos compuestos aun no ha sido del todo
elucidada, se ha propuesto, para el caso de la piperina, que la sintesis comienza
con la formacién del piperoil CoA, derivada del cinamoil CoA involucrada en la ruta
del acido shikimico para la sintesis de fenilpropanoides. El alargamiento de la
cadena se da por la union de unidades de acetil CoA o malonil CoA mediante
reacciones tipo Claisen. El cetoéster resultante se reduce con NADPH, y por ultimo
ocurre una reaccion de deshidratacién para dar lugar a la piperoil CoA. La parte
amino que se une a este compuesto para formar el enlace amida, proviene de la L-
lisina que se descarboxila en presencia de piridoxal fosfato (PLP) para dar lugar a
la cadaverina, que a su vez sufre una desaminacion oxidativa por la enzima diamin-
oxidasa para formar un amino-aldehido. Posteriormente, se cicla para dar lugar a la
formacién de una imina (piperideina), que se reduce a piperidina. Por ultimo este
compuesto se condensa con el piperoil-CoA y da lugar a la piperina (Figura 6)
(Okwute et al., 2013). Otros investigadores han propuesto que las piperamidas,
lignanos y kavapironas se sintetizan a partir de fenilpropanoides que derivan del
acido cinamico. Sin embargo, no hay estudios concretos que corroboren alguna de

las de las propuestas anteriores.
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Figura 5. Estructura quimica de algunas de las piperamidas ma&s comunes en especies del género
Piper. Se puede observar que la principal diferencia en las estructuras es el sustituyente unido al
carbonilo de la cadena alifatica.

Las piperamidas han mostrado tener una amplia gama de actividades biologicas.
En el caso de la piperina, se ha observado que posee actividad antimetastasica,
antidepresiva, hepatoprotectora y antitumoral, ademas de funcionar como un
regulador de la hormona tiroidea y de los niveles de glucosa en ensayos in vivo en
ratones. Especificamente de P. chava (Trel. & Yunck), se aislaron 16 amidas, entre
ellas la piperchabamida B y D, piperlonguminina, retrofractamida C, vy
retrofractamida que mostraron un efecto hepatoprotector bastante eficaz. Ademas,
algunas piperamidas como la piplartina, dihidropiplartina y la fargamida aisladas de
P. tuberculatum mostraron actividad antifingica contra Cladosporium
cladosporioides, mostrando mayor eficacia en comparacion con estandares como
el miconazol, aun utilizando concentraciones considerablemente bajas (Perez-
Gutierrez et al., 2013).
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Figura 6. Ruta metabdlica propuesta para la biosintesis de piperina (de acuerdo a Okwute et al., 2013). El precursor es el &cido p-cumarico

involucrado también en la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides.
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Las piperamidas son compuestos especificos para el género Piper y se encuentran
en aproximadamente el 75% de las especies. Sin embargo, estos compuestos
presentan cierta tendencia en cuanto a su distribucion. Algunas piperamidas como
la pipericida y la guineesina se encuentran exclusivamente en especies del Viejo
Mundo (Europa, Asia, Africa e Islas circundantes) y piperamidas como la piplartina
Unicamente se presenta en especies del Nuevo Mundo (América). Ademas, se ha
observado que las especies nativas del Nuevo Mundo poseen una menor diversidad
de estos compuestos. Uno de los ejemplos mas claros es P. chaba (Trel. & Yunck),
especie nativa del sureste de Asia que cuenta con mas de 20 piperamidas en su
composicién, en comparacion con P. anduncum L. nativa de Centroamérica, que no
presenta este tipo de compuestos (Figura 7). Sin embargo, se han identificado en
su composicion algunos fenilpropanoides como el safrol y la miristicina que

provienen de la misma ruta de biosintesis (Lee-Dyer et al., 2004).

Figura 7. Ejemplos de especies del género Piper del Viejo y Nuevo mundo. P. chaba (Trel. &
Yunck), especie originaria de Asia, que cuenta con mas de 20 piperamidas en su composicion
(A). P. anduncum L., especie originaria de América Central, que no posee piperamidas (B).
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1.4 Alcamidas

Las alcamidas son compuestos que se caracterizan por producir sensacion de
pungencia, cosquilleo, salivacion excesiva y tener un efecto anestésico local
(Greger, 2015). Se forman por la unién de grupos acilo para formar una cadena
alifatica de longitud mediana a larga (C6 a C18) que posee una insaturacion en la
posicion alfa unida a un grupo amino proveniente de un aminoacido por medio de
un enlace amida que se forma por una reaccion de descarboxilacion al momento de
la condensacion de la molécula (Figura 8). De acuerdo con su estructura, pueden
clasificarse principalmente en olefinicas, las cuales presentan dobles ligaduras y
acetilénicas, con triples ligaduras (Molina-Torres et al., 2001). Estos compuestos
se han reportado en 8 familias de plantas: Aristolochiaceae, Asteraceae,
Brassicaceae, Euphorbiaceae, Menispermaceae, Piperaceae, Poaceae y Rutaceae
(Greger, 2015).

RZ: Grupo amino (proveniente de un aminodcido).

Rz
(] P —
P
\\ N / Rl: Cadena alfa-insaturada (Cé-C18)

o

Figura 8. Estructura basica de las alcamidas por definicion del laboratorio de Fitobioquimica
(Cinvestav, Irapuato). R1: Representa la cadena alfa insaturada que puede tener una longitud de
C6-C18. R2: Es el grupo amino proveniente de un aminoacido que va a formar el enlace amida con
la cadena insaturada mediante una reaccién de descarboxilacion.

Dentro de la familia Asteraceae se han aislado alcamidas en los géneros Acmella,
Anacyclus, Echinaceae y Heliopsis. Un ejemplo es la N-isobutil-2E, 6Z, 8E-
decatrienamida, llamada “spilanthol”, aislada por primera vez de flores de Spilanthes
oleraceae. Sin embargo, afios después esta especie fue reclasificada como Acmella
oleraceae (L.) R. K. Jansen (Greger, 2015). Este compuesto, que también es
conocido como “afinina”, fue aislado de las raices de H. longipes (Acree et al., 1945))
una planta con actividad insecticida de México erroneamente clasificada como

Erigeon affinis. La estructura del spilantol o afinina no se confirmé hasta 1963 por

11
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Crombie et al. (1963). Posteriormente, se aclardé que la especie habia sido mal
identificada y se trataba de H. longipes, una planta conocida como “chilmecatl”,
“chilcuague o “chilcuan”, una planta endémica de la Sierra Gorda que es utilizada
con fines medicinales y culinarios (Molina-Torres et al., 2001). Otro ejemplo es la
pellitorina, una alcamida aislada por primera vez de Anacyclus pyrethrum conocida
como “pellitori” (para una revision general de alcamidas ver Greger, 2015), que es
hasta la fecha la mas ampliamente distribuida, ya que ademas de presentarse en
especies de la familia Asteraceae, también se ha reportado presente en la familia
Piperaceae, Rutaceae, Aristolochiaceae, Menispermaceae Yy Poaceae.
Especificamente en la familia Rutaceae, se han reportado alcamidas que se
caracterizan por tener grupos hidroxilo, como el sanshool e hidroxisanshool,
aisladas de especies del género Zanthoxylum, que son conocidas comunmente
como “zansho o pimienta china” y que son utilizadas principalmente para la
preservacion de alimentos y como saborizantes (Figura 9) (Molina-Torres et al.,

2001).

Heliopsis fongipes
“Chilcuague”

Anacyclus pyrethrum
“Pellitori®

Zanthoxylum gilletii
*Zansho"

Figura 9. Ejemplos de alcamidas y especies productoras de estos compuestos. (A) Afinina, presente
en las raices de Heliopsis longipes, comunmente conocida como “chilcuague”. (B) Pellitorina, una
de las alcamidas mas comunes, aislada por primera vez de Anacyclus pyrethrum, conocida
comunmente como “pellitori’. (C) Hidroxi-sanshool, presente en Zanthoxylum gilletii cominmente
conocido como “zansho”.
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1.4.1 Biosintesis de alcamidas

La parte amino de las alcamidas, como ya se menciono anteriormente, proviene de
un aminodacido, que es incorporado posterior a una reaccion de descarboxilacion.
En la Tabla 2, se presentan algunos de los aminoacidos que, con mayor frecuencia,
actian como precursores inmediatos del grupo amino en la sintesis de alcamidas
(Greger, 2015).

Tabla 2. Grupos amino mas comunes en las alcamidas y los respectivos aminoacidos de los que

provienen.
Grupo amino Aminoacido
CH; O
xN/j/ ~y H3C/l\‘)kOH
H HA|(OH NH;
Isobutilamina Hidroxi-isobutilamina Valina

S

H

Isopentilamina 2-Metilbutilamina Leucina

ﬁ B

s HoN

\N/\/ \Me : OH
“sH

2-(sulfinilmetil)-etilamina

Cisteina

La ruta de biosintesis de alcamidas aun no ha sido elucidada y varias propuestas
han surgido. Greger (1984), propuso que la parte acidica de las alcamidas proviene
del &cido oleico, en donde las dobles y triples ligaduras, son efecto de la accidon de
desaturasas y acetilenasas, donde a su vez ocurrian reacciones de isomerizacion.
Mas recientemente (Minto et al., 2008), enriguecieron esta propuesta al mencionar
gue la sintesis se produce en diferentes compartimentos celulares en forma
sucesiva. Desde hace algunos afios en el laboratorio de Fitobioquimica dirigido por

el Dr. Jorge Molina Torres, se ha elucidado sobre la ruta de biosintesis de la cadena
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acilo (Salgado-Garciglia et al., 1995). Mas recientemente, se llevdo a cabo un
proyecto de doctorado (Butimea Cantla, 2018) donde se confirmé, a nivel
molecular, que la ruta de biosintesis de la afinina, es llevada a cabo por un complejo
policétido sintasa multi enzimatico denominado PKS alk (Figura 10), en donde
intervienen las siguientes enzimas: acetiltransferasa (AT), cetosintetasa (KS),
cetoreductasa (KR), deshidratasa (DH), enoilreductasa (ER) y una tiosterasa (TE).
Es importante aclarar que en la policétido sintetasa involucrada en la sintesis de
alcamidas, solamente existe un paso de enoil reductasa, a diferencia de la
biosintesis de acidos grasos por la “Fatty acid synthase” (FAS). El proceso PKS alk
para afinina involucra 4 médulos que se describen a continuacién (Butimea Cantta
et al., 2018):

Modulo I: Ocurre la condensaciéon de acetil CoA con malonil-CoA para dar lugar,
mediante la enzima condensante (KS), a la 3-cetobutiril-F-ACP. Posteriormente, se
reduce el grupo cetona a 3-hidroxibutirilF-ACP por accién de una cetoreductasa (KR)
utilizando NADPH. Después se lleva a cabo una deshidratacion por medio de una

deshidratasa (DH), formando alfa trans-A-buteno-ACP.

Modulo II: Aqui se lleva a cabo la condensacion del trans-A-buteno-ACP con un
malonil-CoA para la formacion de trans-A-hexanoil-ACP. A su vez, en este médulo
hay un mecanismo de isomerizacion trans-cis, que permite la formacion e

incorporacion de un enlace cis, para dar lugar a la region 2Z, 4E de dicha molécula.

Modulo llI: El 6-cis,8-trans-A-hexanoil-ACP se condensa con malonil-CoA para la
formacion de 4-trans,6-cis-8-trans-A-octanoil-ACP. Aqui interviene una enoil
reductasa (ER) la cual hace que se pierda el doble enlace formando 4-cis,6-trans-

A-octanoil-ACP utilizando NADPH como fuente de reduccion.

Modulo IV: Se lleva a cabo la condensacion del 4-cis,6-trans-A-octanoil-ACP con la
malonil-CoA formando 2-trans-,6-cis,8-trans-A-decanoil-ACP y por medio de una
tiosterasa (TE) se liberara la cadena de diez atomos de carbono denominada 2E,
6Z, 8E-decatrieno. Por ultimo, esta cadena se condensa con una valina formando
N-isobutil-2E, 6Z, 8E decatrienamida.

14
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PKS alk

Figura 10. Modelo enziméatico del complejo enzimatico PKS alk propuesto para la sintesis de afinina por Molina-Torres (Comunicacion personal).
Acetiltransferasa (AT), cetosintetasa (KS), cetoreductasa (KR), deshidratasa (DH), enoilreductasa (ER) y tiosterasa (TE).
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1.4.2 Actividad bioldgica de las alcamidas.

Se han realizado diversos estudios que han demostrado que las alcamidas tienen
actividades biologicas de interés. En 1998, Molina-Torres et al., demostraron que la
afinina (N-isobutil-2E, 6Z, 8E-decatrienamida) en concentraciones de 25 pg/ ml,
inhibe el crecimiento de Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. También, se
ha evaluado el efecto de la afinina y sus derivados, como la N-isobutil-2E-
decenamida y la N-isobutil-decanamida, sobre el crecimiento y el desarrollo de la
raiz en Arabidopsis thaliana. Se observé que la afinina a concentraciones de 10° a
104 M promueve la elongacion de la raiz primaria y el desarrollo de raices laterales,
seguida de las otras alcamidas que también mostraron actividad, pero a

concentraciones mas elevadas (Ramirez-Chavez et al., 2004).

De igual manera Molina-Torres et al. (2008), analizaron la actividad bactericida de
ocho alcamidas obtenidas por sintesis enzimatica, en donde observaron que la
longitud de la cadena en aquellas alcamidas que presentaban un sustituyente
isobutilo es capaz de influir en forma importante sobre su bioactividad. La N-isobutil-
octanamida y la N-isobutil-dodecamida inhibieron el crecimiento de B. subtilis en un
95.4 y 98.3%, respectivamente, en comparacion con la N-isobutil-hexanamida, que
Gnicamente inhibi6 en 53.4%. Observaron, también, que la N-(2-feniletil)-
decanamida, presenté la mayor actividad entre las alcamidas que se evaluaron. Con
estos resultados, pudieron concluir que las alcamidas con un sustituyente feniletil
son mas activas en comparacion con las que presentan el sustituyente isobutil.
Ademas, observaron que las alcamidas con cadenas C8-C10 muestran mayor

actividad que las C6y C12.

Por definicion las alcamidas presentan insaturacion 2E, lo que les brinda la
caracteristica de tener actividad antifungica. Ademas, alcamidas aisladas de los
géneros Echinaceae, Anacyclus, Spilanthes, Heliopsis, Piper y Achillea presentan
actividad antinflamatoria e inmunomodulatoria (Para una revision de alcamidas

senso lato, ver la base de datos de Boonen et al., 2012).
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1.4.3. Alcamidas en el Género Piper.

Las alcamidas presentes en especies de la familia Piperaceae se caracterizan por
presentar, en su mayoria, sustituyentes isobutilo (Greger, 2015). Una de las
alcamidas mas distribuida en el género Piper es la pellitorina, aislada de frutos y
raices de P. nigrum L., y detectada en otras especies como P. chaba L., P. longum
L., entre otras. En 1997 Parmar et al., reportaron una revision de los metabolitos
presentes en las especies de este género en donde también se reportaron algunas

alcamidas (Tabla 3).

Tabla 3. Alcamidas reportadas en especies del género Piper (tomado de Parmar et al., 1997).

ALCAMIDA ESPECIE

. attenuatum

. chaba

. guineense
hancei
longum

. nepalense
nigrum

. nhovae hollandiae
. pedicellosum
. peepuloides

. ribesioides

. sarmentosum
. sylvaticum

. wallichii

. guineense

. peepuloides

. guineense
longum

. macropodum
nigrum

. argyrophylum
. guineense

. longum

. banksii

P. nigrum

P. novae hollandiae
P. longum

N-Isobutil-2E,4E-decadienamida (pellitorina)

N-1sobutil-2E,4E-dodecadienamida

N-l1sobutil-2E,4E-eicosadienamida

N-lsobutil-2E,4E-octadecadienamida

YUV VT T U/ UV T I I U UUDUDUDDDDTD D

N-1sobutil-2E,4E-octadienamide
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1.5 Sintesis enzimatica.

En la mayoria de las ocasiones, los compuestos presentes en plantas que son de
interés para la investigacion molecular y biomédica presentan una distribucion
restringida a ciertas especies. Ademas, usualmente son sintetizados en cantidades
reducidas, lo que dificulta su extraccion. Actualmente, el uso de enzimas para la
catéalisis de reacciones quimicas ha mostrado ser una alternativa préctica y eficiente
para la obtencidn de compuestos con actividad bioldgica, frente a la sintesis

organica tradicional (Molina-Torres et al., 2008).

La sintesis enzimatica involucra el uso de enzimas que han sido explotadas para la
sintesis organica. Actualmente, uno de los casos mas estudiados es el de las
lipasas, que en condiciones naturales catalizan la hidrolisis de ésteres a sus
correspondientes acidos y alcoholes. Sin embargo, se ha observado que, en
condiciones anhidras, utilizando solventes organicos y adicionando nucledfilos
como alcoholes, aminas o tioles, este tipo de enzimas con capaces de llevar a cabo
reacciones de transesterificacion, aminolisis y tioesterificacion, respectivamente
(Molina-Torres et al., 2008).

La lipasa B de Candida antarctica es una de las enzimas mas eficientes para la
produccién de aminas y amidas usando diferentes procedimientos enzimaticos. El
facil manejo de esta enzima, su bajo costo y su disponibilidad comercial la
convierten en una herramienta ideal para sintesis de una amplia gama de
compuestos nitrogenados que pueden utilizarse para la produccién de productos
farmacéuticos o relacionados con el sector industrial (Gotor-Fernandez et al., 2006).
Un ejemplo del uso de esta enzima para sintesis es el estudio realizado por Molina-
Torres et al. (2008), en donde se realiz6 la sintesis de diez alcamidas usando la
enzima Novozym lipasa B de C. antartica, usando como substratos acidos grasos y
ésteres de acidos grasos con la adicion de isobutilamina o feniletilamina en
presencia de tolueno anhidro. Esto permitio la obtencion y evaluacion del efecto de

las alcamidas sobre bacterias Gram* y Gram-.
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1.6 Efecto de extractos obtenidos de plantas y alcamidas sobre el quorum
sensing.

El quorum sensing, es un proceso descubierto y descrito hace 25 afios en dos
bacterias con bioluminiscencia: Vibrio fischeriy V. harveyi (Miller et al., 2001). Este
proceso se da tanto en bacterias Gram* y Gram'. Depende de la densidad
poblacional y puede describirse como el sistema de comunicacion célula-célula,
donde se produce, detecta y responde a moléculas sefializadoras extracelulares
llamadas autoinductores (Stauff et al., 2011). Es importante mencionar, que el
guorum sensing esté involucrado en la produccion de factores de virulencia como la
sintesis de exopolisacaridos, la formacion de biopeliculas, e incluso en algunas
bacterias patdgenas, este proceso regula la produccion de pigmentos y antibiéticos.
Especificamente en las bacterias Gram-, el quorum sensing esta mediado por
autoinductores especificos llamados N-acil-homoserinlactonas (AHL), en donde a
una densidad poblacional alta se unen a la proteina activadora de la transcripcion
(RP), que enciende los genes responsables de este proceso (Figura 11). Debido a
que ya se conoce este sistema de comunicacién bacteriano, actualmente se ha
dado la busqueda de compuestos que no actien como bactericidas, sino que
inhiban este proceso, siendo una alternativa eficaz para atenuar su virulencia y
combatir las infecciones provocadas por bacterias que ya muestran resistencia a
antibiéticos (Suryanarayana et al., 2013).

La inhibicion del quorum sensing puede deberse a diferentes mecanismos. Por
ejemplo: (1) bloqueando la proteina receptora, (2) reduciendo la producciéon de
moléculas sefializadoras (AHL), (3) degradando las AHL, o (4) mimetizando la
funcion de las AHL, ocasionando que la comunicacion se vea afectada. Se ha
observado que algunos extractos de plantas poseen compuestos que actllian como
inhibidores del quorum sensing, principalmente porque su estructura quimica es
muy similar a las moléculas sefalizadoras y a su capacidad de degradar a las
proteinas receptoras (Chandria-Kalia, 2013). Para realizar ensayos que permitan la
evaluacion de metabolitos que inhiban el quorum sensing, se necesita de un
reportero. Uno de los mas usados es Chromobacterium violaceum, una bacteria

Gram- de amplia distribucién, que como respuesta a la expresion de genes que
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regulan el quorum sensing, produce violaceina, un antibioético de color violaceo.
Generalmente se utiliza la cepa CV026, una mutante deficiente en la sintasa que
produce el autoinductor y que requiere de la adicion exdgena de AHL. Esta bacteria,
responde, ademas, a una amplia variedad de autoinductores, que como podemos

observar en la Figura 12, varian en la longitud de la cadena.

DENSIDAD CELULAR BAJA DENSIDAD CELULAR ALTA
BAIA [AHL] ALTA [AHL]
® O
NO HAY TRANSCRIPCléN DE TRANSCR!PCIéN DE LOS
LOS GENES BLANCO GENES BLANCO

@ = Autoinductor (AHL)
- = Proteina Receptora (RP)

Figura 11. El mecanismo de quorum-sensing en bacterias Gram (-) involucra dos componentes
principales: una proteina receptora o activadora de la transcripciéon (RP) y el autoinductor, que en
este caso son las N-acil-homoserinlactonas (AHL). Al acumularse la AHL, en respuesta a la densidad
celular alta, se une a la RP, que induce la expresién de genes especificos. La RP se compone de 2
dominios: un N terminal que interactia con el autoinductor y un C terminal que se relaciona con sitios
de unién a ADN (Modificado de Kievit et al., 2000).

(0]
(0}
A A
H 0

HSLs (C. violaceum)
R Chemical name Abbreviation
CH3CH2CH2 N-Butyryl-DL-HSL BHL (C4-HSL)
CH3(CH2)4 N-Hexanoyl-DL-HSL HHL (Cs-HSL)
CH3(CH2)5 N-Heptanoyl-DL-HSL HPHL (C;-HSL)
CH3(CH2)6 N-Octanoyl-DL-HSL OHL (Cs-HSL)
CH3(CH2)8 N-Decanoyl-DL-HSL DHL (C1o-HSL)

CH3(CH2)10 N-Dodecanoyl-DL-HSL  dDHL (Cy;-HSL)
CH3(CH2)12 N-Tetradecanoyl-DL-HSL tDHL (Cs-HSL)

Figura 12. Autoinductores a los que responde C. violaceum. Se puede observar que la principal
diferencia es la longitud de la cadena (Tomado de Gomi- Kazunori et al., 2006).

20



CINVESTAV-IRAPUATO AGOSTO, 2018

En un estudio realizado por Zhou et al. (2013), se evalué la capacidad de inhibicién
del quorum sensing del extracto de Syzygium aromaticum (clavo) utilizando la cepa
reportera CV026 de C. violaceum, mediante métodos de bioautografia.
Posteriormente, mediante un andlisis de HPLC, lograron identificar al eugenol como

el compuesto responsable de dicha actividad (Figura 13).

A

L 2 3 4

Figura 13. Ensayo de inhibicion del extracto de Syzygium aromaticum sobre el quorum sensing en
C. violaceum. 1 y 2: TLC (Cromatografia de capa fina) del extracto y bioautografia donde se pude
observar el sitio donde hay inhibicién. 3y 4: Estandar de eugenol.

Especificamente en plantas del género Piper, existe un trabajo de Ying-Tun et al.
(2013), en donde se evalla esta actividad con extractos de P. nigrum L., P. betle L.
y Gnetum gnemon utilizando como reporteros a Pseudomonas aeruginosa PAO1,
Escherichia coli [pSB401], E. coli [pSB1075] y C. violaceum CV026. Se encontrd
que los extractos hexanico, cloroformico y metandlico de P. betle, muestran mayor
inhibicion del quorum sensing. Los compuestos responsables de dicha actividad no

fueron identificados.

Por otro lado, en un trabajo reciente (Vazquez-Martinez et al., 2017), se observo
que dos alcamidas, la N-hexanoil isobutilamida y la N-hexanoil feniletilamida
obtenidas por sintesis enzimatica, mostraron un efecto positivo en la induccién de
violaceina en C. violaceum. La N-hexanoil isobutilamida indujo la produccién de este

compuesto desde 10 pg, mientras que la N-hexanoil feniletilamida la indujo a partir
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de 40 ug (Figura 14). Esto indic6 que estos compuestos muestran una actividad
anéloga a las N-acil-homoserinlactonas.

Figura 14. Evaluacion de la induccion de violaceina por A: N-hexanoil feniletilamida y B: N-
hexanoil feniletilamida, en C. violaceum CV026. La concentracidn incrementa de acuerdo con las
manecillas del reloj: 0, 20, 40, 60 y 80 pg por disco (Tomado de Vazquez-Martinez et al., 2017).

22



CINVESTAV-IRAPUATO AGOSTO, 2018

lll. HIPOTESIS

Piper auritum es una especie Util para el estudio de la biosintesis de alcamidas, ya

gue al ser una especie originaria el Nuevo Mundo, carece de piperamidas y posee

precursores de los compuestos de interés.

IV. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el perfil de piperamidas y alcamidas en extractos etandlicos obtenidos de

diferentes tejidos de P. auritum.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener los extractos etandlicos de los diferentes tejidos de P. auritum (hojas,

tallos, raices e inflorescencias).

Realizar un perfil general de los extractos etandlicos de P. auritum por
HPTLC.

Realizar, en forma comparativa, un perfil fitoquimico de los extractos

etandlicos de los diferentes tejidos de P. auritum mediante GC/ EIMS.

Determinar el perfil de alcamidas y piperamidas presentes en P. auritum.

Confirmar la estructura de las alcamidas presentes en P. auritum por sintesis

enzimaética.

Evaluar la capacidad inhibitoria de los extractos y compuestos obtenidos por

sintesis sobre el quorum sensing.
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VI. MATERIALES Y METODOS.
6.1 Material biologico y obtencion de los extractos.

El material biologico (Figura 15), fue proporcionado por el laboratorio de la Dra.
Vianey del Rocio Torres, de la Universidad Veracruzana, quienes también
realizaron la correcta herborizacion e identificacion de la especie. Este material fue
colectado especificamente en la ciudad de Xalapa, Veracruz (Latitud: 19.5426,
Longitud: -96.9137 19° 32' 33" Norte, 96° 54' 49" Oeste). El material vegetal se pes6
obteniéndose 529, 46.7, 18.5, 23.35 y 190 g de tallos, inflorescencias, hojas,
nervaduras y raices, respectivamente, para después macerar en alcohol etilico al
96% durante una semana. Por ultimo, cada uno de los extractos se filtr6 y concentrd
en un rotavapor de la marca Bichi (manufacturado en Suiza), acoplado a una
bomba de vacio modelo V-700 y un controlador modelo V-850 de la misma marca
a una temperatura de 60° C y una presion de vacio de 175 mbar, hasta llevarlos a
sequedad para después disolverlos nuevamente en etanol y llevarlos a un volumen

final de 10 ml cada uno.

Figura 15. Aspecto de diferentes tejidos de P. auritum. A: Hoja, B: Tallos, C: Raiz y D:

Inflorescencias. (Material proporcionado por la Universidad Veracruzana).
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6.2 Cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC).

Como primer paso exploratorio de la composicion de los extractos se desarrollo una
HPTLC de cada extracto de uno de los tejidos de P. auritum. Para esto se utilizaron
placas de HPTLC de 20 x 10 cm de Silica Gel 60 F2s4 (Merck Millipore, fabricacion
alemana) y la aplicacion de las muestras se realizo con el equipo CAMAG Automatic
TLC Sampler 4 (ATS) (manufacturado en Suiza). El desarrollo de las placas se llevé
a cabo utilizando como fase moévil hexano y acetato de etilo a una proporcion 2:1 v/
v. La visualizacion de las placas se realiz6 bajo luz u.v. a longitudes de onda de 254
nm y 366 nm, respectivamente, mediante el equipo CAMAG TLC Visualizer

(manufacturado en Suiza), y el andlisis de éstas, mediante el software visionCATS.

6.3 Cromatografia de capa fina (TLC) preparativa.

Para la pre-purificacion de algunos compuestos obtenidos y sintetizados se utilizo
TLC preparativa con placas de silice de 20 x 20 cm (Analtech Uniplate) (fabricacion

en USA), de 0.5 mm de espesor con soporte de vidrio.

6.4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con

ionizacion por Impacto electrénico (GC/ EIMS).
Las muestras se analizaron con cromatografo de gases (Agilent Technologies
modelo 7890A; manufacturado en USA), acoplado a un detector de espectrometria
de masas (Hewlett Packard, modelo 5975C; fabricacion en USA), con ionizacion por
impacto electrénico y un cuadrupolo para la separacion de iones cargados, con una
columna J & W DB-1MS de 60 m x 250 um de didmetro x 0.25 um de espesor. La
fase estacionaria compuesta en un 100% por dimetilpolisiloxano y la fase movil por

helio, como gas acarreador.

6.5 Programas para analisis MSChem, AMDIS y NIST.

La informacién que proviene del equipo de espectrometria de masas al analizar
cada una de las muestras es recopilada por el programa MSChem, que permite la
obtencion del “Total lon Chromatogram” (TIC), que es una representacion grafica
gue representa el total de iones registrados por el electromultiplicador vs el tiempo

y el total de iones detectados en cada barrido de una duracién de 3 “scans” por

25



CINVESTAV-IRAPUATO AGOSTO, 2018

segundo. Para analizar los TIC de cada de cada una de las muestras, se recurri6 al
programa AMDIS (del inglés “Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System”), que lleva a cabo la deconvolucién de los iones componentes
de los picos detectados para agrupar iones componentes en funcidn a su
distribucién binomial eliminando los iones de fondo o con una distribucion diferente.
Los iones con distribucion similar después de la deconvolucion los asocia en forma
de un espectro de masas. Posteriormente, el espectro de masas de cada uno de
estos componentes es comparado con los espectros de masas de la base de datos
del NIST v 11 (del inglés, “National Institute of Standards and Technology Mass
Spectral Data Base” del departamento de comercio de los EUA) enlistando en orden
decreciente los espectros de masas mas similares a cada componente del TIC.

6.6 Sintesis enzimatica de la N-isobutil-2E, 4E-decadienamida (pellitorina),

N-isobutil-2E, 4Z-decadienamida y N-isobutil-2E-monodecaenamida.
Para llevar a cabo la sintesis del N-isobutil-2E, 4E-decadienamida (pellitorina), se
partié de la isomerizacion del 2E-4Z-decadienoato de etilo cominmente conocido
como éster de pera (Bedoukian Research, INC.; USA) (Apéndice II.
Especificaciones del producto y comprobaciéon de su pureza), que se utiliza
ampliamente en la industria como saborizante y para la elaboraciéon de fragancias.
Para esto, 100 mg de este compuesto se disolvieron en 3 ml de etanol, se vaciaron
en una celda de cuarzo y se agregé un cristal de yodo para después someterlo a
radiacion con una lampara de luz UV de onda corta (254 nm de longitud) a
temperatura ambiente durante 60 min, tiempo en el cual la reaccion llegé al
equilibrio. Cada quince min se tomé una alicuota de esta solucién para monitorear
la relacion de isémeros por GC/ EIMS. Para retirar el yodo, se agregaron 2 g de
yoduro de potasio que reacciona formado yodo-yoduro de potasio con 4 ml de agua
y la soluciébn se mantuvo en agitacion constante durante 5 min. Después se
agregaron 8 ml de hexano y se agitd6 nuevamente durante 5 min para obtener el

sobrenadante por decantacion y llevar a sequedad con flujo de nitrégeno.

Una vez realizado el procedimiento anterior que permitio la obtencion del 2E-4E-de

etilo, se agregaron 100 mg de este compuesto en un reacti-vial con 3 ml de alcohol
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ter-amilico, 50 mg de sulfato de sodio anhidro, 36.5 mg de isobutilamina y 50 mg de
la enzima comercial Novozym 435 de C. antarctica Sigma-Aldrich (USA), junto con
un agitador magnético. Esto se mantuvo a una temperatura de 70°C durante 72 hy
posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente. El producto de la reaccién
se centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se transfirié a un vial
de vidrio donde el alcohol ter-amilico se evapordé mediante flujo con nitrégeno, y de
esta manera se resuspendio el residuo en 2 ml de etanol absoluto. De esta solucion
se tomO una alicuota para ser analizada por GC/ EIMS vy verificar la sintesis del
compuesto. Para la sintesis de la N-isobutil-2E-monodecaenamida se llevé a cabo
el procedimiento anterior, a diferencia de que su utilizO como sustrato el 2E-
decanoato de etilo, que solo presenta una insaturacion. Cabe mencionar que la
sintesis enziméatica también se llevo a cabo usando como sustrato el éster de pera
para la obtencién del isémero de las pellitorina, la N-isobutil-2E, 4Z-decadienamida
(Figura 16).

OO0
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2E-4E-Decadienoato de etilo

i 1A
\/\/\.:/\/n\o/\ P T WMW ’

2E-4Z-Decadienoato de etilo
(Ester de Pera)

1A

0 [
|
— ,/’\/’\/‘\.,f"‘“\\\/k ¢
/\/\/\/\/n\o/\ t Y\NHz uﬁ/
2E-Decadienoato de etilo
Figura 16. Método utilizado para la sintesis enzimética de alcamidas mediante la reaccion con la
lipasa B de Candida antarctica. El nucledfilo utilizado fue isobutilamina (IA). Los compuestos

obtenidos fueron: A: N-isobutil-2E,4E-decadienamida (pellitorina), B: N-isobutil-2E, 4Z-
decadienamida, C: N-isobutil-2E-monodecaenamida.
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6.7 Sintesis quimica del 2E-4E-decadienoato de etilo y de su isémero 2E-

4Z-decadienoato de etilo.
Para la sintesis de este compuesto se llevé a cabo una saponificacion. Para ello, se
pesaron 100 mg de 2E-4E-decadienoato de etilo y se disolvieron en etanol, para
después agregar 2 ml NaOH al 0.5 M. Esta solucién se incubé a 80 °C por 1 h,
después se dejo enfriar y se neutralizé agregando 1 ml de HCI al 1 M. Para obtener
el &cido graso libre, se agreg6 2 ml de agua més 2 ml de hexano. Posteriormente,
se decant6 para Unicamente obtener la fraccion de hexano. Esta se llevd a
sequedad para agregar después HCl al 1 M disuelto en metanol. Esta solucion se
incub6 nuevamente a 80 °C por 1 h, se evaporo el solvente con flujo de nitrégeno y
se resuspendi6 en iso-octano. Para obtener el isémero correspondientes se llevo a
cabo el mismo procedimiento utilizando 2E-4E-decadienoato de etilo (éster de
pera), para después analizar cada muestra por GC/ EIMS vy verificar la formacion de

dichos compuestos.

6.8 Sintesis quimica del decanoato de etilo y decanoato de metilo.

Con la finalidad de comparar la actividad biol6gica de los ésteres alfa-insaturados y
evaluar la importancia de las insaturaciones y su isomeria se sinterizaron las
moléculas saturadas. Para la sintesis quimica de cada compuesto se utilizaron 100
mg de cloruro de decanoilo, disuelto en 40 ml de diclorometano y 1 ml de etanol en
el caso del decanoato de etilo y 1ml de metanol para el decanoato de metilo. Estas
soluciones se dejaron en agitacion constante por 15 min a temperatura ambiente y
después se agregaron 20 ml de agua para detener la reaccion. La solucion obtenida
se coloc6 en un embudo de separacién y se recuperé la fase de diclorometano a la
que se le agrego sulfato de sodio anhidro para quitar el exceso de agua. Por ultimo,
esta solucion se filtr6 y se concentro con flujo de nitrogeno para evaluar el

rendimiento final.
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6.9 Pruebas de inhibicion de los extractos de P. auritum y de los
compuestos obtenidos por sintesis enzimética sobre el quorum sensing.
La evaluacion del efecto de los extractos de P. auritum sobre el quorum sensing se
realiz6 por el método de bioautografia, que se basa en el uso de TLC. Para esto, se
utilizaron placas preparativas de 20 x 20 cm de Silica Gel de 0.5 mm de espesor de
la marca Analtech (fabricacion en USA), en donde se aplicaron 50 pug de cada uno
de los extractos de los diferentes tejidos, para posteriormente desarrollarla en una
fase movil de hexano y acetato de etilo a una proporcion 2: 1 v/ v. Una vez
totalmente evaporado el solvente de la placa, esta se cubrié con una suspension de
la bacteria reportera CV026 de C. violaceum en 50 ml de medio LB, a la cual se le
adicion6 un autoinductor exdégeno (la C6-AHL) a una concentracion de 20 uM.
Posteriormente la placa se incubd a 32° C por 24 horas en condiciones de humedad.
La actividad puede detectarse por las zonas blancas o incoloras bajo un fondo

parpura a morado.

Para evaluar el efecto de las alcamidas y ésteres obtenidos por sintesis sobre el
quorum sensing, se llevé a cabo el mismo procedimiento. Sin embargo, en este caso
la aplicacion de cada uno de los compuestos fue por “spot” en concentraciones de
25, 50, 75, 100, 150 y 200 pg sobre placas de aluminio para TLC de 20 x 10 cm
cubiertas por Silica Gel 60 F2s4 (Sigma-Aldrich).

Por ultimo, para asegurar que dichos compuestos afectan este mecanismo y no
inhiben el crecimiento o tienen actividad bactericida, se utilizaron matraces con 50
ml de medio LB a los que se les agreg6 1 ml de una suspension bacteriana que fue
incubada por 24 h con una densidad éptica (DO) de 1.9313, para posteriormente
adicionarles la concentracion maxima utilizada en cada uno de los tratamientos. En
el caso de los extractos, se utilizo el volumen correspondiente a 50 g y en el caso
de las alcamidas y ésteres 200 ug. Por altimo, se midi6 la DO inicial de cada matraz

y 24 h después de incubacion.
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VIl. RESULTADOS
7.1 Perfil por HPTLC de los extractos etandlicos de Piper auritum.

Como se mencioné anteriormente, como primer paso se llevd a cabo una
exploracion fitoquimica de los diferentes extractos por HPTLC. Se puede observar,
en la Figura 17, la diferenciacion de cada uno de los tejidos visualizando la placa a
254 y 366 nm, lo que nos permitid observar compuestos que por su estructura
quimica absorben a dicha longitud de onda y emiten florescencia. Aunque no se
utilizé ningun estandar, se sabe que el safrol y la miristicina, compuestos ya
reportados para esta especie, presentan un R f. (Factor de retencidén que se define
como la relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por le eluyente desde
el origen de la placa) de 0.9 y 0.8 respectivamente, utilizando como fase movil
hexano y acetato de etilo a una proporcion 2: 1 v/ v. Ademas, estos dos compuestos
bloquean la florescencia de la placa al ser expuesta a luz u. vde 254 nmy a luz u.v
de 365 nm emiten florescencia de color azul intenso. Esto nos indicé que,
probablemente, algunas de las bandas observadas con esos valores de Rf

pertenezcan a esos compuestos (Wagner, 1996).

T N RC RIv IN TV T N RC RTIv IN TV

Figura 17. HPTLC de los extractos etandlicos de P. auritum, T= Tallo, N=Nervaduras, RC=Corteza
de raiz, RTv= Tejido vascular de raiz, IN= Inflorescencias y TV= Tejido verde de hojas (lamina foliar).
La figura A muestra la placa visualizada con luz UV a 254 nm vy la figura B, con luz UV a 365 nm.
Las flechas indican algunas bandas que podrian representar al safrol o a la miristicina.
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7.2 Perfil fitoquimico de los extractos por GC/EIMS.

Mediante el analisis general por GC/ EIMS, fue posible observar que cada uno de
los tejidos mostrdé tener un perfil caracteristico, teniendo como componente
mayoritario al safrol en tallos, hojas e inflorescencias y a la miristicina
especificamente en raiz (Figura 18). También, pudo detectarse la presencia de
algunos terpenos como el copaeno y el cariofileno, algunos otros fenilpropanoides
como el metoxieugenol y el apiol, ademas de una gran cantidad de acidos grasos y
sus respectivos ésteres. En la Tabla 4, se muestran los compuestos mayoritarios y
la distribucion que tienen cada uno en los diferentes tejidos de la planta. En el
Apéndice |, se muestra el cromatograma de cada uno de los extractos con su
respectiva tabla de compuestos. Cabe resaltar que el objetivo del presente trabajo
fue la identificacién de alcamidas y piperamidas. De acuerdo con los andlisis de los
cromatogramas no se detectaron piperamidas, como era de esperarse. Sin
embargo, se encontraron 3 compuestos que, aunque no estaban registrados dentro
de la biblioteca de NIST, de acuerdo con los espectros de masas y a los iones que
los conformaban, coincidieron con 3 alcamidas, tales como; la N-isobutil-2E,4E-
decadienamida (pellitorina), N-isobutil-2E-monodecaenamida y N-metilbutil-2E,4E-
decadienamida, cada una con una distribucion distinta en la planta. Ademas, se
detectaron dos compuestos que tampoco se encontraban en la biblioteca NIST, que
de acuerdo con su espectro de masas permiti6 suponer que se trataba de
compuestos alfa-insaturados al igual que las alcamidas, pero con grupos éster, el
2E-4E-decadienoato de etilo y del 2E-4E-decadienoato de metilo (Tabla 5).

H
]-I?C{._/\@[O <D ey
) o
O
H,c”
CmH-uoz C1IH'2[::|.‘!
Masa promedio: 162.185 Da Masa promedio: 192.211 Da

Figura 18. Estructura quimica del safrol (A) y la miristicina (B). La diferencia entre los dos
compuestos es Unicamente un grupo metoxi unido al anillo aromatico.
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Tabla 4. Compuestos mayoritarios detectados en los extractos etanolicos de P. auritum y su distribucion en los diferentes tejidos de la planta. En la
segunda columna se muestra el promedio (X) del tiempo de retencion (TR) de cada uno de los compuestos obtenido de tres cromatogramas de cada uno
de los extractos etandlicos y su desviacién estandar (DS).

COMPUESTO X TR + DS TALLOS HOJAS INFLORESCENCIAS RAIZ
Nervaduras  Lamina foliar Corteza  Tejido vascular
Safrol 7.40 £0.03 + + + + + +
2-Metoxi-3-(2-propenil)-fenol 8.57+0.05 +
Metileugenol 9.12 £0.05 +
Copaeno 9.27 +0.02 + +
a-Cubeneno 9.49 £ 0.07 +
Cariofileno 10.35 £ 0.05 + + +
Miristicina 11.33+0.03 + +
Gama-elemeno 11.78 £0.03 +
Elemicina 11.99 £ 0.05 +
Cadineno 12.14 +£0.05 +
Trans-Nerolidol 12.34 £ 0.07 +
Nerolidol 2 12.70 £ 0.05 +
Metoxieugenol 13.14 £ 0.05 + + + +
Espatulenol 13.39 £ 0.03 +
Apiol 14.95 + 0.05 +
Metil-éster del acido hexadecanoico 21.15+0.02 +
Acido n-hexadecanoico 21.94+£0.03 + + + +
Etil éster del dcido hexadecanoico 22.75+0.05 + + + + + +
Metil-éster-9-12 (Z, Z) del 4cido octadienoico 24.94 +0.02 +
Metil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del acido octadecatrienoico 25.03 £0.02 +
Metil-éster-9-del acido octadecenoico 25.12 £ 0.05 +
Fitol 25.48 +0.04 + + +
Metil-éster del dcido octadecanoico 25.74 +0.03 +
Etil-éster-9, 12- del acido octadecadienoico 26.11+£0.02 + + + + +
Etil-éster del acido-9-octadecenoico 26.27 £0.05 +
Etil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del 4cido octadecatrienoico 26.45 + 0.05 + + +
Etil oleato 26.54 + 0.03 + + +
Acido linoleico 26.65 +0.03 +
Etil-9, 12, 15-octadecatrienoato 26.86 + 0.03 +
Etil-éster del acido octadecanoico 27.33 £0.05 + +
9-Octadecenamida 30.32 +£0.05 +
2-Adamantil-éster, o-Acido anisico 32.56 £0.02 +
Fenil-metil-éster, del dcido dodecanoico 34.71 +£0.05 + +
Ergostenol 47.36 £ 0.03 +
Estigmasterol 48.16 + 0.03 +
Sitosterol 49.74 £ 0.05 +
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Tabla 5. Alcamidas y ésteres alfa-insaturados identificados por GC/ EIMS en los extractos etandlicos de P. auritum y su distribucion. En la segunda
columna se muestra el promedio (X) del tiempo de retencién (TR) de cada uno de los compuestos obtenido de tres cromatogramas y su desviacion
estandar (DS).

COMPUESTO X TR + DS TALLOS HOJAS INFLORESCENCIAS RAICES
Nervaduras Lamina foliar Corteza Tejido vascular

N-Isobutil 2E-decamonoenamida 19.02 + 0.05 ¥

0]

|
/\/\/\/\/\Nﬁ/ +

H
C14H2sNO

Masa promedio: 225.370 Da

N-Isobutil 2E-4E decadienamida 21.04 £ 0.07
(pellitorina) + + + + +
o}

/W\/\)LH/W/

C14H2sNO
Masa promedio: 223.354 Da

N-Metilbutil 2E-4E decadienamida 23.79 £ 0.05 + +
[+
/WMN/Y\

C]_5H27NO
Masa promedio: 237.381 Da

2E-4E-decadienoato de metilo 9.53 £ 0.05 +
[}

PN N
C11H1502
Masa promedio: 182.259.286 Da +

2E-4E-decadienoato de etilo 11.28 +0.03 +
i
/\/\/\/\/C\O/\
C12H2002
Masa promedio: 196.286 Da
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7.3 Confirmacion de la presencia de alcamidas en los extractos de P. auritum
por sintesis enzimatica.

7.3.1 N-isobutil-2E, 4E-decadienamida (pellitorina).

Como se mencion6 anteriormente en la metodologia para la sintesis enzimatica de
la pellitorina, se llevo a cabo como primer paso la isomerizacion del éster de pera.
En la Figura 19, podemos observar dos cromatogramas sobrepuestos, en donde a
un TR= 10.354 min de detecto el pico correspondiente del 2E-4Z-decadienoato de
etilo y a un TR=11.207 min el pico correspondiente al 2E-4E-decadienoato de etilo,
obtenido después del proceso de isomerizacion con yodo e irradiacion con luz UV
al que fue expuesto el éster de pera. Cabe mencionar que el éster comercial no se
encuentra totalmente puro, encontrdndose el éster EZ con un porcentaje del 98.5%
y el éster EE en un 1.5%. Después de la isomerizacion, se observo que los
porcentajes se invierten obteniéndose el éster EE con un porcentaje del 94% vy el

EZ con un 6%.
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Figura 19. Comparacion del TIC del 2E-4Z-decadienoato de etilo (morado) vs el TIC del 2E-4E-
decadienoato de etilo (gris), obtenido después del proceso de isomerizacién. Se puede observar que
los porcentajes de los isomeros se invierten una vez llevada a cabo la reaccion

34



CINVESTAV-IRAPUATO AGOSTO, 2018

Una vez corroborandose la obtencion del 2E-4E-decadienoato de etilo, se prosigui6
de acuerdo con la metodologia a la sintesis enzimatica de la pellitorina. De acuerdo
con el cromatograma que se analizé después de efectuarse la sintesis, la pellitorina
se detecté a un TR=20.945 min. De acuerdo con el espectro de masas se identifico
un ion padre de 151 m/ z. Ademas, se presento el siguiente espectro masico: 223
[M+], 69 (15%), 53 (16.5%), 95 (16.85%), 66 (20.2%), 67 (21%), 152 (37.8), 96
(55.6%), 81 (61.3%) y 151.1 (100%). En la Figura 20, se observan dos TIC
sobrepuestos donde se puede comparar el pico de la pellitorina sintetizada que
presenta un TR muy similar al pico correspondiente a esta alcamida presente en el
extracto etanodlico de tallo con un TR= 21.043, que presentd este compuesto como
uno de los mayoritarios. El espectro méasico de la pellitorina detectada en el extracto
fue: 223 [M+], 69 (16.3%), 53 (16.6%), 95 (16.87%), 66 (20.4%), 67 (20.6 %), 152
(37.8%), 96 (55.4%), 81 (62.4%) y 151.1 (100%), que coincide con el del compuesto
obtenido por la sintesis. En la Figura 21 se muestra la comparaciéon de ambos
espectros de masas. Esto nos permitié corroborar, la presencia de esta alcamida en

P. auritum.
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Figura 20. TIC del extracto etandlico de tallo de P. auritum donde se muestra el pico que representa
a la pellitorina a un TR=21.043 min (azul) vs el pico de la pellitorina obtenida por sintesis enzimatica
a un TR=20.945 min (morado).
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Cliemical Fosmula: C4H1oN'
.~ Molecular Weight: 72.129

Chemical Formula: C7E33" -
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Figura 21.Comparacion del espectro de masas de la pellitorina presente en el extracto de P. auritum
(rojo) vs la obtenida por sintesis enzimatica (azul). En la parte de arriba se justifican los fragmentos
mas abundantes de acuerdo con el patrén de fragmentacion que presenta la molécula.

Como se menciondé en la metodologia, también se llevd a cabo la sintesis del
isbmero de la pellitorina (N-isobutil-2E, 4Z-decadienamida), utilizando como
sustrato, el 2E-4Z-decadienoato de etilo o éster de pera. Al analizar la muestra por
GC/ EIMS, esta molécula se detectd a un TR= 19.284 min y de acuerdo con el
espectro de masas el ion padre fue 66 m/ z. Es espectro masico fue el siguiente:
223 [M+], 77 (31.4%), 79 (41.6%), 57 (44.2%), 67 (51.1%), 53 (60%), 151 (60.2%),
55 (63.3%), 81 (88.9%) y 66 (100%). En la Figura 22 se muestra el TIC y el espectro
de masas correspondiente a dicha molécula, el cual difiere en la abundancia de

algunos iones con respecto a la pellitorina.
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Figura 22. Cromatograma de la N-isobutil-2E, 4Z-decadienamida, la cual se detecta a un TR=
19.284 min. A un lado se muestra el espectro de masas correspondiente.

7.3.2 N-isobutil-2E-decamonoenamida.

La N-isobutil-2E-decamonoenamida, a diferencia de la pellitorina, s6lo presenta una
sola insaturacién en la posicién alfa y su sintesis se llevo a cabo utilizando como
sustrato el 2E-decanoato de etilo. Del andlisis por GC /EIMS del cromatograma se
pudo identificar el pico correspondiente a este compuesto a un TR= 19.097 min.
Para este tiempo, se identifico un ion padre de 153 m/ z en el espectro de masas y
el siguiente espectro masico: 225 [M+], 83 (11.7%), 68 (11.7%), 210 (12.95%), 154
(15.9%), 126 (21.6%), 69 (23.6%), 170 (25.2%), 55 (42%) y 153 (100%). Esta
alcamida se identificé en el extracto etandlico de tallo e inflorescencia a un TR=
19.023 min, muy similar al del compuesto sintetizado quimicamente. A diferencia de
la pellitorina, esta alcamida se encuentra en cantidades mucho menores, por lo que
en la Figura 23 se muestra el cromatograma de esta alcamida en el extracto
etandlico de tallo y el correspondiente a la obtenida por sintesis. A su vez, en la
Figura 24 se comparan los espectros de masas que contribuyeron a confirmar la

presencia de esta alcamida en los extractos de la planta.

37



CINVESTAV-IRAPUATO

AGOSTO, 2018

Abundancia

w106 +TIC Scan MonoZED
164

19087
141
1.29

14
084
064

04

021

i
U

— W‘x/\r

Tiempo 1213 141516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 0

Abundancia

x10€ +
B.

74

—
L

d——

TIC Scan PaurTB3.d

2143

/Mj‘-:/\r

18.594 l

M 19.074 19.767

21.958
A 2275

Tiempo

185 19 195 20 205 21 215 22 225 23 235 24

Figura 23. Comparacion del TIC de la 2E-decamonoenamida sintetizada enzimaticamente (A) con
un TR=19.097, vs la presente en extracto etandlico de tallo (B) a un TR= 19.07 min. Se puede
observar que los TR son muy similares.
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Figura 24. Comparacién del espectro de masas de la 2E-decamonoenamida presente en el extracto
de tallo de P. auritum (rojo) y la obtenida por sintesis enzimatica (azul). En la parte de arriba se
justifican los fragmentos méas abundantes de acuerdo con el patron de fragmentacion que presenta

la molécula.
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7.3.3 N-metilbutil-2E-4E-decamonoenamida.

Esta alcamida se detect6 en los extractos de tallo e inflorescencia a un TR= 23.79
min. Aunque no se llevd a cabo la sintesis enzimatica de este compuesto para su
confirmacion, al analizar el espectro de masas de esta molécula, se detecto un ion
padre de 151 m/ z y el siguiente espectro masico: 237 [M+], 79 (28%), 73 (33%), 57
(34 %), 67 (37%), 69 (37.3%), 55 (52.4%), 96 (54%), 81 (69.4%) y 151 (100%). En
la figura 25, es posible observar el espectro de masas con la justificacion de los
fragmentos principales, lo que nos brinda evidencia de la identidad y presencia de

esta alcamida en P. auritum.

Chemical Formula: CsH)3N"
" Molecular Weight: 86.155

Chemical Formula: C7H 13

Molecuiar Weight: 97,178 A -
' H

Chemical Formula: C1gH120" - ’
Molecular Weight: 151.226
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Figura 25. Espectro de Masas de la N-metilbutil-2E-4E-decamonoenamida detectada en los
extractos de tallo e inflorescencia P. auritum. En la parte de arriba, se justifican algunos de los
fragmentos principales de la molécula.
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7.4 Confirmacion de la presencia del 2E-4E-decadienoato de etilo y el 2E-4E-decadienoato de metilo en los extractos de

P. auritum.
7.4.1 2E-4E-decadienoato de etilo.

Para la obtencion del etil éster 2E-4E-decadienoato de etilo, se llevd a cabo la isomerizacion del éster de pera descrita en la
metodologia anterior. EI compuesto obtenido se analizé por GC/ EIMS, donde se observo un pico a un TR= 11.061 min. En el
espectro de masas se identifico un ion padre de 125 m/ z. Ademas, se presento6 el siguiente espectro masico: 196 [M+], 105
(27.3%), 151 (36.1%), 161.1 (36.2%), 55 (41.6%), 91.1 (46.6%), 67 (70%), 97 (81.4%), 81 (81.6%) y 125 (100%) con una pureza
del 94%. El espectro de masas y el tiempo de retencion obtenido de esta molécula coincide con un de los picos presentes en el
cromatograma del extracto etandlico de tallo de P. auritum, lo que sugiere que la presencia de este compuesto puede ser reportada

para esta especie (Figura 26 y 27).
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Figura 26. Comparacion del TIC del 2E-4E-decadienoato de etilo con un TR=11.202 min (A), vs el TIC del extracto etandlico de tallo en donde se
identifico el 2E-4E-decadienoato de etilo a un TR=11.253 min (B).
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Chemical Formula: CIOHLSO.
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Figura 27. Comparacion del espectro de masas del 2E-4E-decadienoato de etilo y el del compuesto
presente en el extracto etandlico de tallo de P. auritum. Se muestra la justificacién de los fragmentos
principales.

7.4.2. 2E-4E-decadienoato de metilo

Para la comprobacién de la presencia de este compuesto en el extracto de tallo e
inflorescencias de P. auritum, se sintetiz6 quimicamente de acuerdo con lo descrito
en la metodologia. El compuesto obtenido se analizo por GC/ EIMS presentando un
TR=9.496 min. En el espectro de masas de esta molécula se identificé un ion padre
de 111 m/ z. Se presentd, ademas, el siguiente espectro masico: 182 [M+], 65
(20%), 53 (22.4%), 59 (22.8%), 182 (27.2%), 67 (31.7%), 66 (37.7%), 79 (39.2%),
81 (51.7%) y 111 (100%). El espectro de masas y el tiempo de retencion obtenido
de esta molécula coincide con un de los picos presentes en el cromatograma del
extracto etandlico de tallo de P. auritum (Figuras 28 y 29), lo que sugiere que la

presencia de este compuesto puede ser reportada para esta especie.
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Figura 28. Comparacién del TIC del extracto etandlico de tallo (morado), donde se detecta al 2E-
4E-decadienoato de metilo a un TR=9.501 min vs el TIC del compuesto obtenido por sintesis quimica
(rojo), a un TR=9.496 min.
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Figura 29. Comparacion del espectro de masas del 2E-4E-decadienoato de metilo obtenido por

sintesis (rojo) vs el del compuesto presente en el extracto etandlico de tallo de P. auritum (azul). Se
muestra la justificacion de los fragmentos principales.
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El isbmero de esta molécula (2E-4Z-decadienoato de metilo) también se sintetizo
bajo la misma metodologia, utilizando como sustrato el éster de pera. Al analizar la
muestra por GC/ EIMS se encontré que dicho compuesto fue detectado a un TR =
8.821 min (Figura 30). Al analizar el espectro de masas se detect6é un ion padre de
111 m/ z, y se observo el siguiente espectro masico: 182 [M+], 55 (29.1%), 59
(31.8%), 113 (32.3%), 53 (32.8%), 67 (49%), 79 (52.5%), 66 (54.2%), 81 (76.2%) y
111 (100%). En la Figura 31, se puede observar el espectro de masas de la molécula

sintetizada, comparado con el de la Biblioteca NIST.
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Figura 30. TIC del 2E-4Z-decadienoato de metilo con un TR= 8.821 min.
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Figura 31. Comparacion del Espectro de Masas del 2E-4Z-decadienoato de metilo obtenido por
sintesis enzimatica (rojo) y el reportado por la biblioteca NIST (azul).
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7.5 Obtencidn del decadienoato de etilo y decadienoato de metilo.

Con la finalidad de conocer la importancia de las insaturaciones y la isomeria sobre
la actividad biologica de los ésteres alfa-insaturados detectados en nuestros
extractos, se sintetizaron los compuestos saturados, tanto del etil éster como del
metil éster. De acuerdo con el analisis que se llevd a cabo por GC/ EIMS, el
decadienoato de etilo se detecté a un TR=8.765 min, mientras que el decadienoato
de metilo se detecto a un TR= 7.565 min, con una pureza del 93 y 96 %
respectivamente (Figura 32). De acuerdo con espectro de masas del primer
compuesto, se detectd un ion padre de 88 m/ z y el siguiente espectro masico: 200
[M+], 61 (14.5%), 60 (16.4%), 157 (17.2%), 155 (18.2%), 70 (19.4%), 73 (21.6%),
55 (25.6%), 101 (42.1%) y 88 (100%). El decadienoato de metilo present6 un ion
padre de 59 m/ z y como espectro masico: 186 [M+], 143 (10.2%), 53 (12. 6%), 56
(14.1%), 57 (16.3%), 69 (17. 7%), 87 (45.6%), 55 (65.5%), 74 (99.4%) y 59 (100%)
(Figura 32). En la Figura 33 se muestran los espectros de masas de ambos
compuestos, en comparacion con los reportados en la Biblioteca NIST.
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Figura 32. TIC del decadienoato de etilo, detectado a un TR= 8.765 min (A), vs el TIC del
decadienoato de metilo a un TR= 7.565 min (B). Ambos compuestos fueron obtenidos por sintesis
quimica.
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Figura 33. Comparacidon del espectro de masas de A: decadienoato de etilo y B: decadienoato de metilo, obtenidos por sintesis quimica, (rojo) vs. los

reportados por la biblioteca NIST (azul) y la justificacién de los fragmentos principales.
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7.6 Efecto de los extractos de P. auritum sobre el quorum sensing.

Como se mencionod en la metodologia, se evaluo el efecto de los extractos de hojas
(lAmina foliar), nervaduras, tallos, inflorescencias y raices sobre el quorum sensing,
utilizando como reportero a la cepa bacteriana CV026 de C. violaceum mediante el
meétodo de bioautografia. Como podemos observar en la Figura 34, en el extracto
de tallo y raiz se identific6 una banda con un R f. = 0.37 que muestra inhibicion.
Ademas, en el extracto de raiz se observo otra banda con un R f. = 0.81 que también
muestra bioactividad. Para identificar estos compuestos, se utilizaron placas
preparativas, de las que fue posible raspar las bandas con los Rf correspondientes
y analizarlas por GC/ EIMS. El Uunico compuesto que pudo identificarse bajo este
método fue el que presentaba un R. f = 0.81 presente en el extracto de raiz, el cual
corresponde a la miristicina. En la Figura 35, se muestra el cromatograma del
compuesto, que presentdé un TR = 6.911 min con una pureza del 90%. El espectro
de masas, al ser comparado con el reportado en la biblioteca NIST, tuvo un “match”
de 959 y mostro un ion padre de 192 m/ z. El espectro masico fue el siguiente: 196
[M+], 77 (17.4%), 161 (17.63%), 131 (17.67%), 65 (20%), 119 (21.6%), 165 (24.1%),
91 (32.6%), 28 (40.2%) y 191 (100%).

Figura 34. Efecto de los extractos de P. auritum sobre el quorum sensing en C. violaceum, H = hojas
(IlAmina foliar), N = nervaduras, T = tallos, | = inflorescencias y R = raices. Se pueden observar dos
compuestos que presentaron inhibicién a un R. f= 0.37, presente en los extractos de tallo y raiz,
ademés de otra banda, con un R. f= 0.81, presente Unicamente en el extracto de raiz. Los analisis
de GC/ EIMS revelaron que uno de los compuestos bioactivos corresponde a la miristicina (ver
abajo).
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Figura 35. TIC de la banda con R. f= 0.81 del extracto etandlico de raiz obtenida de la placa
preparativa donde se pudo identificar a la miristicina como compuesto activo. También se muestra
el espectro de masas del compuesto presente en el extracto (rojo) comparado con el reportado en
la Biblioteca NIST (azul).

7.6 Efecto de las alcamidas y ésteres alfa-insaturados, obtenidos por

sintesis enzimatica y quimica sobre el quorum sensing.
Se evalué el efecto de 9 compuestos obtenidos por sintesis enzimatica y quimica a
diferentes concentraciones sobre el quorum sensing. En la Figura 36, podemos
observar que las alcamidas no mostraron inhibicibn bajo ninguna de las
concentraciones a evaluar. Sin embargo, se puede apreciar que inducen este
proceso, actuando probablemente como moléculas sefializadoras. Por otro lado, los
ésteres si mostraron inhibiciébn del quorum sensing. Especificamente, éste fue
afectado al usar concentraciones de 150 ug y 200 pug. Se puede apreciar, ademas,
que el 2E-4E-decadienoato de etilo muestra mayor inhibiciébn en comparacion con
el 2E-4Z-decadienoato de etilo y el decanoato de etilo, lo que indica que la molécula
gue posee ambas insaturaciones en posicion trans es mas bioactiva. Por otro lado,
fue posible observar que en los ésteres con sustituyente metilo, el efecto es el
contrario, ya que el 2E-4Z-decadienoato de metilo mostr6 mayor inhibicion en
comparacion con el 2E-4E-decadienoato de metilo y el decanoato de metilo. Con
estos resultados es posible inferir que la isomeria no es el Unico factor involucrado
en la bioactividad de estas moléculas, sino que el sustituyente, en este caso etilo o

metilo, también es importante.
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Figura 36. Efecto de las moléculas obtenidas por sintesis sobre el quorum sensing en C. violaceum. A: Placa observada a 254 nm antes de aplicar la
suspension bacteriana. B: Placa después de 24 h de incubacidn con la bacteria. Se pude observar en los diferentes carriles las concentraciones evaluadas.
Las moléculas utilizadas fueron a: N-isobutil-2E, 4E-decadienamida (pellitorina), b: N-isobutil-2E, 4Z-decadienamida, c: N-isobutil-2E-decamonoenamida,
d: decanoato de etilo, e: 2E-4E-decadienoato de etilo, f: 2E-4Z-decadienoato de etilo, g: decanoato de metilo, h: 2E-4E-decadienoato de metilo, i: 2E-4Z-
decadienoato de metilo.
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Para comprobar que los extractos y compuestos obtenidos por sintesis no inhiben
el crecimiento de C. violaceum, se midi6 la Densidad 6ptica (DO) de una suspensién
bacteriana sometida a los diferentes tratamientos utilizando la concentracion
maxima de cada uno de éstos. Se puede apreciar en la Tabla 7 que ninguno de los
extractos de alcamidas o ésteres, inhibieron el crecimiento después de las 24 h de
exposicion. Incluso algunos tratamientos muestran valores superiores al control, lo
gue sugiere que tanto los compuestos presentes en los extractos como las

moléculas obtenidas por sintesis quimica afectan directamente el quorum sensing.

Tabla 6. Determinacion de crecimiento por densidad dptica (DO) a 600 nm. En gris se pueden
observar los valores de los controles utilizados.

TRATAMIENTO DO DO

Inicial 24 h
Control sin EtOH 0.1069 1.9634
Control con EtOH 0.1175  1.8992
N-isobutil-2E,4E-decadienamida 0.119 2.0473
N-isobutil-2E,4Z-decadienamida 0.116 2.0133
N-isobutil-2E-decamonoenamida 0.1283  1.9286
2E-4E-decadienoato de etilo 0.0907 1.9723
2E-4Z-decadienoato de etilo 0.1488 2.0334
Decadienoato de etilo 0.1105 2.0684
2E-4E-decadienoato de metilo 0.1301 1.8617
2E-4Z-decadienoato de metilo 0.1274  2.0071
Decadienoato de metilo 0.0997 2.0841
Extracto etandlico de Hoja (Tejido verde) 0.1092  2.0358
Extracto etandlico de Nervadura 0.1125 1.916
Extracto etandlico de Tallo 0.1115 2.0665
Extracto etandlico de Inflorescencia 0.1169 1.8349
Extracto etandlico de Raiz 0.1132 2.0461
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VIII. DISCUSION

Especificamente en P. auritum, los estudios se han enfocado en caracterizar el
aceite esencial y algunos extractos para probar algunas actividades bioldgicas
contra hongos y bacterias. En el analisis que se llevé a cabo de cada uno de los
extractos de los tejidos de la planta en este estudio, se pudo identificar al safrol y a
la miristicina como compuestos mayoritarios. Esto coincidié con lo reportado por
Caballero-Gallardo et al. (2014). Sin embargo, la distribucién de estos compuestos
en la planta es muy especifica, ya que de acuerdo con lo que se observé en este
estudio, el safrol se encuentra en las hojas especificamente en la lamina foliar, tallos
e inflorescencias y, en cantidades mucho menores, en nervaduras y raices. Sin
embargo, la miristicina, Unicamente de detect6 en la raiz. Ambos compuestos son
fenilpropanoides y aunque especificamente estos no han sido evaluados para
conocer su funcion dentro de la planta o su actividad bioldgica, se sabe que tienen
un papel ecoldgico importante en las plantas, al participar en procesos de defensa
contra fitopatdbgenos, ademéas de tener efecto anti nutricio contra insectos
herbivoros, aunque aun se desconocen los mecanismos por los que actian
(Harmantha et al., 2003). El safrol, es un metabolito con amplia distribucion en el
género Piper, ya que ademas de ser el principal componente en P. auritum también
ha sido reportado en especies como P. xylosteoides, P. hispidinervium, P.
marginatum, P. cavalcantei y P. callosum, que son especies nativas de Sudamérica.
Se sabe que este compuesto tiene actividad nefrotdéxica, hepatotdxica y
cancerigena. Sin embargo, es utilizado en algunos paises como un aditivo en
alimentos y para la elaboracion de fragancias. Ademas, es un precursor utilizado
para la produccion de 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA), un psicotrépico
comUnmente conocido como “Extasis” y es utilizado también para la sintesis de
heliotropina (fragancia), y piperoil butéxido, un insecticida (Dognini et al., 2012). Por
lo anterior, podemos concluir que P. auritum es una fuente natural rica de estos dos

compuestos.

Como ya se ha mencionado, las piperamidas son compuestos caracteristicos de
especies del género Piper. Cabe resaltar que una de las piperamidas mas comunes

es la piperina, que ha sido aislada de 20 especies de este género. Al analizar los
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extractos de los diferentes tejidos de la planta por GC/ EIMS no se detectd ningan
compuesto de este tipo. Esto pudo deberse a que P. auritum es una especie nativa
del Nuevo Mundo, lo que representa un factor importante ya que se sabe que las
especies que emergieron en esta zona geografica tienen una menor diversidad de
este tipo de compuestos. Ademas, poseen una amplia diversidad de
fenilpropanoides, como lo es el safrol, apiol, metoxieugenol, entre otros, que

provienen de la misma ruta de biosintesis (Lee-Dyer et al., 2004).

Aungue no se detectaron piperamidas, si se identificé y confirmoé la presencia de 3
alcamidas no reportadas anteriormente para esta especie. La primera de ellas fue
la N-isobutil-2E, 4E-decadienamida (pellitorina), que ya habia sido reportada para
especies de este género como P. nigrum, P. attenuatum, P. chaba, P. guineense,
P. hancei, P. longum, entre otras (Parmar et al., 1996) y fue detectada
especificamente en los extractos de tallo, nervaduras, inflorescencias y en menor
proporcion en el de raiz. Esta alcamida es una de las mas conocidas, ya que esta
ampliamente distribuida en las familias Asteraceae, Piperaceae, Rutaceae,
Aristolochiaceae, Menispermaceae y Poaceae. Este compuesto tiene diversas
actividades biolégicas, entre las que destacan su efecto insecticida,
especificamente contra como Callosobruchus chinensis, una plaga de almacén que
afecta a los granos de frijol principalmente y a una gran cantidad de cultivos de
leguminosas en diversos paises del mundo (Scott et al., 2008). Ademas, se ha
comprobado que esta molécula inhibe la proliferacion de algunos parasitos como
Tripanosoma cruzi y que posee una potente actividad citotéxica contra las lineas
celulares HL60 y MCT-7 relacionadas con leucemia y cancer de mama,

respectivamente.

La segunda alcamida que se identifico fue la N-isobutil-2E-decamonoenamida, que
s6lo ha sido reportada de manera natural en una especie de la familia Poaceae,
Cissampelos glaberrima y este estudio representa el primer reporte de su presencia
en alguna especie del género Piper (Rosario et al., 1996). Esta alcamida, fue
obtenida por el grupo de Molina-Torres y col. (2004) mediante la reduccion catalitica

de la afinina en donde se evalu6 su efecto como regulador del crecimiento de raiz
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en Arabidopsis. Se pudo observar que este compuesto, junto con la N-isobutil-
decanamida a concentraciones de 108y 107 M, promovieron la elongacién de raiz;
ademas, se comprobd que el efecto observado se produjo por un mecanismo
independiente de la sefalizacion de auxinas. Posteriormente, esta alcamida fue
obtenida por sintesis enzimatica, para poder evaluar su actividad contra algunas
bacterias Gram™* y Gram", observandose que a concentraciones de entre 5y 50 mg
L1, inhibe el crecimiento de B. subtilis y Erwinia carotovora, respectivamente.
(Molina-Torres et al., 2008).

La tercer alcamida que se detectd fue la N-metilbutil-2E, 4E-decadienamida,
también reportada por primera vez en la familia Piperaceae. Las alcamidas con el
sustituyente metilbutil, se han detectado especificamente en las tribus Hetliantheae
y Anthemideae, en la especie Anacyclus pyrethrum y en la familia Rutaceae,
especificamente en las tribus Clauseneae y Zanthoxyleae (Boonen et al., 2012).
Aunque no se han realizado muchos estudios de actividad biol6gica de este tipo de
alcamidas, se sabe que poseen potencial como inhibidores de enzimas como las
ciclooxigenasas COX-1y COX-2 (Greger, 2015). Con respecto a esto, es importante
conocer el mecanismo de accién por el que pueden inhibir la actividad de este tipo
de enzimas y evaluar su potencial antimicrobiano e insecticida para compararlo con

otras alcamidas.

En base a los anterior, se puede afirmar que P. auritum es un buen modelo de
estudio para la biosintesis de alcamidas. De acuerdo al modelo PKS alk propuesto
en el laboratorio de Fitobioquimica para la sintesis de afinina, donde la enoil
reductasa (ER) esta presente Unicamente en el médulo Il de la sintasa, se puede
deducir que para la sintesis de pellitorina, esta enzima estaria involucrada en el
modulo |y I, lo que justificaria la posicion de las dos insaturaciones presentes en
esta molécula. En la Figura 37 se muestra el modelo propuesto para la biosintesis
de pellitorina. Con respecto a las otras alcamidas identificadas en este estudio,
probablemente para el caso de la N-metilbutil-2E, 4E-decadienamida, el modelo
seria muy similar al de la pellitorina, con la diferencia de que el aminoacido con el

que se condensaria la cadena alifatica seria una leucina. Para la N-isobutil-2E-
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decamonoenamida, la sintasa deberia contar con 3 pasos de ER, a excepcion del

altimo maédulo, que da lugar a la a insaturacion de las alcamidas.

Ademas, de la deteccion de las alcamidas antes mencionadas, se confirmé la
presencia de dos ésteres alfa-insaturados: 2E-4E-decadienoato de etilo y 2E-4E-
decadienoato de metilo localizados especificamente en tallo e inflorescencia. Estos
son ésteres reportados por primera vez en plantas de este género. Aunque no se
sabe la funcion de estos compuestos, Night et al. (2005) observaron que el 2E-4Z-
decadienoato de etilo (éster de pera), funciona como un kairomona, es decir un
atrayente de insectos, particularmente de Cydia pomonella, conocida comunmente
como “polilla de la manzana”. Este insecto es el responsable de severas pérdidas
en miles de diferentes cultivares de manzana. En este estudio, evaluaron la
capacidad atrayente no sélo de este compuesto sino de su isdmero 2E-4E-
decadienoato de etilo, y algunas otras moléculas de cadenas de 10 carbonos con
grupos aldehidos, acetatos o alcoholes como sustituyentes. Sin embargo, el éster
de pera mostré una alta especificidad para la atraccién de estos insectos, tanto de
machos como de hembras, lo que podria permitir el uso de este metabolito para el
monitoreo de los insectos hembra y controlar la poblacién e incluso disminuir el uso
de insecticidas. Aunque se sabe poco acerca de la ecologia de los insectos
polinizadores y hospederos de las plantas del género Piper, seria de especial
interés, evaluar los ésteres alfa-insaturados identificados en P. auritum, como
atrayentes con otro tipo de insectos como coledpteros o afidos que se sabe
colonizan a especies de este género (Lee-Dyer et al.,, 2004), y evaluar su
especificidad para promover el desarrollo de nuevos productos de origen vegetal
gue pudieran ser Utiles para el control de plagas en otras especies de importancia

econdmica.
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Figura 37. Modelo de biosintesis propuesto para la pellitorina, en base al descrito en el Laboratorio de Fitobioquimica para la sintesis de afinina. Este
modelo difiere Gnicamente en que posee dos enoil reductasas (ER) en el médulo | y Il, en comparacién con el de la afinina, que cuenta con una ER
Unicamente en el Médulo Ill. Otros componentes representados son aquellos con actividad de acetiltransferasa (AT), cetosintetasa (KS), cetoreductasa
(KR), deshidratasa (DH), enoilreductasa (ER) y tiosterasa (TE).
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Como ya se ha mencionado las especies del Género Piper poseen una gran
cantidad de metabolitos de interés debido a la amplia gama de actividades
bioldgicas que presentan. Esto se comprobo al evaluar el efecto de los extractos de
los diferentes tejidos de P. auritum sobre el quorum sensing en C. violaceum.
Especificamente, los extractos de tallo y raiz fueron los que mostraron inhibicién en
las pruebas de bioautografia, aunque solo fue posible identificar uno de los
compuestos responsables por GC/ EIMS, que resulto ser la miristicina. Desde hace
algunos afos se ha observado que los extractos de las especies del género Piper
son capaces de inhibir este sistema de comunicacién bacteriana. Un ejemplo de
esto es el estudio realizado por Ying-Tan y col. (2013), en el cual se evalué la
actividad de P. nigrum, P. betle y Gnetum gnemon sobre el quorum sensing usando
como cepas reporteras a P. aeruginosa PA0O1, E. coli [pSB401], E. coli [pSB1075] y
C. violaceum CV026. Se pudo observar que los extractos de las 3 especies
mostraron inhibicion. Sin embargo, la de los extractos hexanico, cloroférmico y
metandlico de P. betle fue mayor. En base al estudio que se realizé y a estos
antecedentes, se puede decir que las especies del género Piper son ricas en
metabolitos capaces de inhibir este proceso microbiano y pueden ser una alternativa
para combatir cepas bacterianas resistentes y disminuir la expresion de factores de
virulencia y patogenicidad.

Se sabe que los compuestos que inhiben el quorum sensing pueden tener al menos
dos mecanismos de accion: i) cuando un metabolito posee una estructura muy
similar al autoinductor y es capaz de mimetizar su funcién ocasionando que mas
adelante el proceso de comunicacion bacteriano no sea el adecuado, o ii) cuando
el metabolito es antagoénico al autoinductor impidiendo la unién de esta molécula a
la proteina receptora, evitando de esta manera la expresion de los genes
involucrados (Suryanarayana et al., 2013). La miristicina es un fenilpropanoide, que
inhibe el quorum sensing, y se sabe esta presente en varios extractos y aceites
esenciales de diferentes especies de Piper, cuya funcién es actuar sinérgicamente
con otros compuestos que intervienen en el sistema de defensa en las plantas.

Probablemente su actividad inhibitoria del quorum sensing se deba, a que impide la
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unién del autoinductor, en este caso la 6-HSL, a la proteina receptora. Sin embargo,
un estudio mas profundo debera realizarse para corroborar esta propuesta.
Anteriormente Zhou et al. (2012), demostraron que el extracto de clavo inhibe el
guorum sensing, utilizando como cepas reporteras a P. aeruginosa QSIS-lasl y C.
violaceum CV026, identificando al eugenol como el responsable dicha inhibicion.
Tanto el eugenol, como la miristicina son fenilpropanoides que derivan de la misma
ruta de biosintesis y poseen estructuras similares (Figura 38). Esto indica que este
tipo de compuestos son capaces de inhibir este sistema de comunicacion
bacteriano. Por lo tanto, seria de interés evaluar dicha actividad con metabolitos

similares y elucidar su mecanismo de accion.

] CH, 8]
i/
HCx 0)
0 H —CH,
Safrol Eugenol
C1[IH1E-02 C1-JH'2OE
Masa promedio: 162.185 Da Masa promedio: 164.201 Da

Figura 38. Fenilpropanoides que inhiben el quorum sensing A: Miristicina, B: Eugenol.

En las pruebas de inhibiciébn de quorum sensing realizados con alcamidas y ésteres
alfa insaturados de este estudio, se pudieron observar diferentes aspectos.
Especificamente, las alcamidas no mostraron inhibicién, pero se pudo observar que,
al contrario, inducen este sistema. Lo anterior podria deberse a que su estructura,
gue es bastante similar a las AHL, pudiera ser la responsable de que éstos
compuestos estén actuando de la misma forma uniéndose a la proteina receptora
encendiendo los genes para la produccion de violaceina. Esto tiene similitud con lo
reportado por Vazquez-Martinez et al. (2017), quienes observaron que dos
alcamidas, la N-hexanoil isobutilamida y la N-hexanoil feniletilamida, al igual que las
AHL actuaban como sefales capaces de inducir el quorum sensing en C. violaceum.

Ademas, la N-hexanoil isobutilamida fue mas efectiva al inducir la producciéon de
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violaceina a partir de los 10 g, en comparacion con la N-hexanoil feniletilamida que
tuvo efecto a partir de los 40 pg (Figura 14). En base a estos resultados y los
observados en los ensayos realizados en este estudio, se puede decir que las
alcamidas modulan el quorum sensing actuando como moléculas sefializadoras que
inducen este sistema de comunicacion bacteriano. El caso contrario se observo con
los ésteres, que tuvieron actividad inhibitoria a partir de los 25 pg. Lo anterior
coincide con los mecanismos de accion de las moléculas que inhiben el quorum
sensing que se mencionaron anteriormente, que son compuestos con cadenas
alifaticas similares a las presentes en las homoserinlactonas, con la diferencia de
presentar un grupo éster en lugar de un grupo amida. Debido a lo anterior, podrian
estar mimetizando la funcion del autoinductor, pero impidiendo la unién de éste a la
proteina receptora. Es importante dar continuidad al estudio de este tipo de
moléculas que anteriormente no habian sido evaluadas en este aspecto, ya que
mostraron ser eficientes inhibiendo este proceso. Ademas, se propone evaluar a
profundidad su mecanismo de accion para correlacionar la importancia de la

isomeria y los sustituyentes que presentan.

En base a lo que se analiz6é en este trabajo, se pude decir que P. auritum es una
especie con una amplia gama de metabolitos de interés. Seria importante estudiar
y evaluar a profundidad de éstos en relacién con su papel ecolégico dentro de la
planta o a su actividad biolégica. Ademas, seria importante analizar en este sentido
otras especies nativas de América para poder relacionar de una manera mas
acertada la presencia de piperamidas y alcamidas en base a la distribucion de las

especies de este género.
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IX. CONCLUSIONES

Se detectd y confirm6é la presencia de la N-isobutil-2E, 4E-decadienamida
(pellitorina) en los extractos de P. auritum. Esta alcamida ya habia sido reportada

en otras especies de este género.

Se detectd y confirmé la presencia de la N-isobutil-2E-decamonoenamida y de la N-
metilbutil-2E, 4E-decadienamida, compuestos que no habian sido reportadas en
especies de la familia Piperaceae.

No se detectaron piperamidas en P. auritum. Sin embargo, se identificaron
fenilpropanoides, como el safrol y la miristicina, que derivan de la misma ruta de

biosintesis.

Se identificaron dos ésteres a-insaturados: el 2E-4E-decadienoato de etilo y el 2E-
4E-decadienoato de metilo. Resultaria muy interesante evaluar algunas de sus
actividades biolégicas, en comparacion  con las alcamidas, y determinar su

potencial como atrayentes de insectos.

La miristicina, presente en el extracto etandlico de raiz de P. auritum, inhibe el

guorum sensing en C. violaceum.

Las alcamidas evaluadas en este estudio modulan el quorum sensing induciendo
este sistema de comunicacién, probablemente por su parecido estructural a los
autoinductores. Sin embargo, lo ésteres inhiben este proceso, en donde se pudo
apreciar que tanto la naturaleza del sustituyente, asi como la isomeria de los dobles

enlaces, son factores importantes para su efecto.

La presencia de alcamidas permite a P. auritum ser un modelo para el estudio de la
biosintesis de estos compuestos, en base al propuesto anteriormente para la

afinina.
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APENDICE |

Cromatogramas y compuestos principales de los extractos etandlicos de
Piper auritum.

a) Extracto etanodlico de hojas (lAmina foliar)

x10 7 |+ TIC Scan EetaHojaPa.D Smooth
7

6.5

6

55

5

45

4

35

3

25

2

15

1 25.471

05 A

0

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
Counts vs. Acquisition Time (min)

7.35

RT COMPUESTO Area% CAS# Qual Pureza MATCH
7.347 Safrol 73.06 000094-59-7 96 98 947
9.975 Cariofileno 0.18 000087-44-5 98 76 917
12.339 Trans-Nerolidol 0.13 007212-44-4 91 85 938
22.387 Etil éster del acido hexadecanoico 0.04 000628-97-7 96 94 936
25.477 Fitol 5.21 000150-86-7 87 98 902
26.110 Etil-éster-9, 12- del acido 0.03 007619-08-1 99 95 904

octadecadienoico
26.202 Etil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del acido 0.02 001191-41-9 98 85 866
octadecatrienoico
26.274 Etil-éster del acido-9-octadecenoico 0.01 006114-18-7 96 91 829
26.876 Etil-éster del acido octadecanoico 0.02 000111-61-5 97 91 888
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b) Extracto etandlico de hojas (nervaduras)
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Counts vs. Acquisition Time (min)
RT COMPUESTO Area% CAS# [e]IE] Pureza MATCH
7.648 Safrol 0.84 000094-59-7 97 58 708
9.740 Metil-éster 2E-4Z acido 0.39
decadienoico

10.885 Compuesto MW/180 4.0 004493-42-9 90 43 769
13.160 Metoxieugenol 1.04 006627-88-9 87 69 785
20.891 pellitorina 11.61 - - - -
22.680 Etil éster del 4cido hexadecanoico 0.90 000628-97-7 94 70 770
25.489 Fitol 4.08 000150-86-7 96 91 937
47.364 Ergostenol 5.42 1000214-17 70 67 854
48.162 Estigmasterol 13.10 000083-48-7 99 89 936
49.747 Sitosterol 2.86 000083-46-5 50 41 731
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c) Extracto etandlico del tallo
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RT COMPUESTO Area% CAS# Qual Pureza MATCH
7.401 Safrol 20.24 000094-59-7 96 95 811
9.267 Copaeno 0.21 1000360-33-0 99 71 855
9.530 2E-4E decadienoato de metilo - - - - -
10.154 Cariofileno 0.43 000087-44-5 99 55 975
11.28 2E-AF decadienoato de etilo - - - - -
12.998 Metoxieugenol 0.25 006627-88-9 99 91 948
19.02 N-isobutil-2E-decamonoenamida - - - - -
21.266 pellitorina 4.63 - - - -
22.640 Acido n-hexadecanoico 10.78 000057-10-3 99 85 919
22.840 Etil éster del acido hexadecanoico 2.58 000628-97-7 97 91 925
23.79 N-metilbutil-2E,4Z- decadienamida
25.002 Metil-éster-9-12 (Z, Z) del 4cido 1.06 000112-63-0 99 64 909

octadienoico
25.091 Metil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del 0.75 000301-00-8 99 65 938
acido octadecatrienoico
25.702 Fitol 0.51 000150-86-7 99 39 608
26.652 Acido linoleico 14.81 463-40-1 99 25 832
26.777 Etil-éster-9, 12- del acido 7.07 007619-08-1 93 36 849
octadecadienoico
26.868 Etil-9, 12, 15-octadecatrienoato 6.0 1000336-77-4 99 58 763
27.334 Etil-éster del acido octadecanoico 0.32 000111-61-5 99 66 915
30.325 9-Octadecenamida 0.03 000301-02-0 80 22 758
32.563 2-Adamantil-éster, o-Acido anisico 0.09 - 62 34 812
34.712 Fenil-metil-éster, del acido 0.05 000140-25-0 80 55 774
dodecanoico
35.248 Etil éster del 4cido docosanoico 0.03 005908-87-2 72 43 787
37.85 Fenil-metil-éster 9,12 (Z, Z) del acido 0.08 47557-83-5 - 68 683
octadecadienoico
37.969 9,12,15-Acido Octadecatrienoico, 0.06 77509-02-5 - 58 788
Fenil-metil éster, (Z, Z, Z)-
39.444 Escualeno 0.06 000111-02-4 94 64 942
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d) Extracto etandlico de inflorescencias
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RT COMPUESTO Area% CAS# Qual Pureza MATCH

7.8341 Safrol 77.57 000094-59-7 97 91 950
8.569 2-Metoxi-3-(2-propenil)-fenol 0.30 001941-12-4 98 87 954
9.122 Metileugenol 0.10 000093-15-2 96 67 949
9.496 Alfa-cubeneno 0.77 017699-14-8 96 59 768
9.530 2E-4E decadienoato de metilo - - - - -
10.354 Cariofileno 0.52 000087-44-5 99 91 974
11.779 Gama-elemeno 0.22 339154-91-5 80 73 875
11.991 Elemicina 0.10 000487-11-6 98 81 899
12.146 Cadineno 0.10 000483-76-1 98 59 878
12.703 Nerolidol 2 0.11 1000285-43-6 86 69 939
13.143 Metoxieugenol 0.20 006627-88-9 99 88 942
13.394 Espatulenol 0.24 006750-60-3 93 89 933
19.020 N-isobutil-2E-decamonoenamida - - - - -
20.601 Metil-9-hexadecanoato 0.20 001120-25-8 99 88 959
20.939 pellitorina 0.71

21.152 Metil-éster del acido hexadecanoico 1.80 000112-39-0 99 94 959
21.947 Acido n-hexadecanoico 0.48 000057-10-3 99 87 928
22.201 Etil-9-hexanoato 0.21 054546-22-4 99 76 940
22.748 Etil éster del 4cido hexadecanoico 1.56 000628-97-7 98 95 917
23.790 N-metilbutil-2E,4Z- decadienamida - - - - -
24.941 Metil-éster-9-12 (Z, Z) del 4cido 1.36 000112-63-0 99 100 968

octadienoico
25.030 Metil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del 0.52 000301-00-8 99 82 958
acido octadecatrienoico
25.122 Metil-éster-9-del dcido 0.47 1937-62-8 99 88 962
octadecenoico
25.240 Metil-éster del acido octadecenoico 0.22 112-62-9 99 84 961
25.740 Metil-éster del acido octadecanoico 0.27 000112-61-8 99 68 934
26.438 Etil-éster-9, 12- del acido 1.21 007619-08-1 99 93 951
octadecadienoico
26.607 Etil oleato 0.43 000111-62-6 99 87 933
34.706 Fenil-Metil éster del acido 0.13 000111-61-5 90 72 863
dodecanoico
39.435 Escualeno 0.22 000111-02-4 95 76 956
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e) Extracto etandlico de laraiz (corteza)
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RT COMPUESTO Area% CAS# Qual Pureza MATCH
7.436 Safrol 15.43 000094-59-7 98 82 967
9.174 Copaeno 0.19 1000360-33-0 99 86 931
11.676 Miristicina 69.37 000607-91-0 97 98 954
20.935 pellitorina - - - - -
22.675 Etil éster del acido hexadecanoico 0.34 000628-97-7 99 97 947
26.375 Etil-éster-9, 12- del acido 0.63 007619-08-1 99 95 930

octadecadienoico
26.468 Etil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del acido 0.31 001191-41-9 99 85 942
octadecatrienoico
26.548 Etil oleato 0.24 000111-62-6 99 86 909
39.382 Escualeno 0.1 000111-02-4 93 84 940
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f) Extracto etandlico de laraiz (tejido vascular)
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RT COMPUESTO Area% CAS# [e]IE] Pureza MATCH
7.262 Safrol 5.27 000094-59-7 98 97 970
7.442 Safrol (Isémero 1) 14.75 000094-59-7 98 79 965
11.329 Miristicina 16.57 000607-91-0 98 100 908
11.530 Miristicina (Isémero 1) 59.23 000607-91-0 97 35 908
13.048 Metoxieugenol 0.61 006627-88-9 93 60 869
14.948 Apiol 0.18 00523-80-8 97 27 805
20.932 pellitorina 0.08 - - - -
21.840 Acido n-hexadecanoico 0.17 000057-10-3 93 82 870
22.670 Etil éster del acido hexadecanoico 0.24 000628-97-7 99 86 908
25.674 9, 12-4cido octadecadienoico (Z, Z) 0.15 000060-33-3 99 86 856
26.362 Etil-éster-9, 12- del acido 0.33 007619-08-1 99 87 902
octadecadienoico

26.459 Etil-éster-9-12-15 (Z, Z, Z) del acido 0.19 001191-41-9 99 65 832
octadecatrienoico

26.543 Etil-oleato 0.12 000111-62-6 98 60 801
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APENDICE I

Especificaciones del 2E-4Z-decadienoato de etilo (Bedoukian Research, INC.)

Ww
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Chemical Formula: C12HzoOn
Molecular Weight: 196.3

Pureza Minima:

98% (Mas isbmeros)

Isémero mayoritario:

92% (E, Z)

Isbmero secundario:

0.1%-8.0% (Isbmeros)

Apariencia:

Liquido ligeramente amarillo

indice de Refraccion:

1.485:1.490 at 20 deg C

Gravedad especifica:

0.900: 0.905 at 25 deg C

Para confirmar el porcentaje de pureza de este compuesto, el 2E-4Z-decadienoato

de etilo fue analizado por GC/ EIMS. En base a esto, se pudo determinar que el

éster de pera (TR= 10.849 min) se encontraba con un 98.5% de pureza, mas el

1.5%, conformado por isomeros (TR= 10.464 min y 11.103 min, respectivamente).
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