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RESUMEN

Del extracto etandlico del tallo de P.
augustum Rudge se aislaron: 3B-hidroxi-
24-etil-A*F-colestadieno (estigmasterol) I ;
1,2-metilendioxi-6-metil-4H-dibenzolde-

¢) quinolina-4,5(6H)diona (Cepharadione

A) IL lactama del deido 10-amino-3.4-
dimetoxifenantreno- 1-carboxilico (Cepha-
ranone B) 111 y el nuevo compuesto natu-
ral: lactama del dcido N-metil-10-amino-
4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-1-carbo-
xilico IV. Todos los compuestos fueron
identificados mediante técnicas espectros-
chpicas (EM, RMN 'Hy “C, IRy UV) y
comparacion con datos reportados en la
literatura; adicionalmente I y II fueron
identificados por comparacién con mues-
tras auténticas (CCF, pf. y pf. mixto).

El extracto etandlico del tallo de
Piper augustum Rudge presentd una mo-
derada actividad biolégica (DL, = 350
ppm) segilin el ensayo de mortalidad de
Artemia salina Leach (Brine Shrimp
Lethality).
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ABSTRACT

From the ethanolic extract of the stem
of P. augustum Rudge were 1solated 3p3-
hydroxy-24-ethyl-A**-cholestadien
(stigmasterol) I: 1,2-methylenedioxy-
6-methyl-4H-dibenzo(de-g) quinoline-
4.5(6H)dione (Cepharadione A) LI: 10-
amino-3,4-dimethoxyphenanthrene-1-
carboxylic acid lactam (Cepharanone B)
1II; and the new natural compound N-
methyi-10-amine-4-hydroxy-2,3-
dimethoxyphenanthrene-1-carboxylic
acid lactam IV. All compounds were
identified by spectroscopic methods
(MS, '"H NMR. "C NMR, IR and UV)
and comparison with literature: addi-
tionally I and IT were identified by com-
parison with authentic samples (TLC.
mp. and mixed mp.). The ethanolic ex-
tract of the stem of Piper augustum
Rudge presented a moderate biological
activity (LD, = 350 ppm) according to
bioassay of Brine Shrimp Lethality.

INTRODUCCION

Entre los géneros pertenecientes a la
familia Piperaceae, Piper posee el ma-
yor nimero de especies; cuenta con mis
de 2000 (1) de las cuales aproximada-
mente el 7% exisie en Colombia (2). Es-
pecies de este género tienen variados usos
en alimentacién y medicina popular (3.4).
Piper augustum Rudge es un arbusto am-
pliamente distribuido en Colombia (n.
v.: "Palo Cordoncillo”, "Cordoncillo" v
"Yaiirai") y en paises vecinos, entre [os
100 y 2000 de altitad (5, 6). Alcanza una
altura de hasta 1,50 m., tiene tallo car-
noso, hojas alternas, papirdceas, ovadas,
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haz verde oscuro y envés verde claro,
con nervaduras prominentes; y de tama-
fo entre 5x10a 12x20 cm.: inflorecencia,
en amento. verde, de hasta 3 cm. de gro-
sor, que se dispone opuesta a la hoja;
frutos amarillentos, con pedinculo color
rojo (5).

La comunidad indigena AWA que ha-
bita las riberas del rio Albi. (Departa-
mento de Narifio) utiliza los emplastos
hechos con Jas hojas de esta planta como
antiofidico (5).

Los compuestos mayoritarios del tallo
de P. augustum Rudge son un esterol 1y

tres compuestos nitrogenados entre los
cuales se caracterizé un alcaloide tipo
dioxoaporfina Il y dos aristolactamas ITI
y IV. Estos compuestos se identificaron
como: 3B-hidroxi-24-etil-A***-¢colestadi-
eno (estigmasterol) I 1. 2-metilendioxi-
6-metil-4H-dibenzo(de-g)quinolina-
4,5(6H)diona (Cepharadione A)II: lacta-
ma del dcido 10-amino-3,4-dimetoxife-
nantreno- l-carboxilico (Cepharanone B)
1 y lactama del dcido N-metil-10-amino-
4-hidroxi-2,3-dimetoxifenantreno-
lcarboxilico IV, reportada por primera
vez en este trabajo. Adicionalmente se
ensayd la actividad bioldgica del extracto
sobre Artemia salina (7.8.9).

Tabla 1. Alcaloides dioxoaporfinicos aislados de especies del género Piper.

Compuesto R, R, R, Especies de Piper Ref.
P. sanctum, P. acutislegimun, 14, 15, 16,
P. attenuatum, P. longum, 17, 18
Celaradiona A -OCH.0- CH, | P. bohemerifolium, P. hamiltonii,
P. manausense, P. methysticum,
P. divaricatum, P. argyrophylum,
P. augustum Rudge.
Cefaradiona B OCH, | OCH, | CH, | P. longum, P. bohemerifolium, 14, 17
P, hamilionii, P. attenuatun,
Norcefaradiona B | OCH, | OCH, H P. longun, P. bohemerifolium, 14. 17
P. hamiltonii, P. atrenuatum.
Piperadiona OCH, | OH CH, | P longum, P. hamiltonii, 14,17
P. attenuatum.
4.5:-Dioxodehidro | OCH, | OH H P. longum, P. bohemerifolinm, 14, 17
asimilobina P. uttenuatum.
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El compuesto III ha demostrado tener
actividad selectiva contra bacterias Gram-
positivas y accidn citotéxica contra Hela
(carcinoma cervical de humanos) (10,11).
Los alcaloides oxoaporfinicos son im-
portantes por su actividad citotéxica (in-
hibicién tumoral) (12). El estigmasterol
I junto con el sitosterol han presentado

actividad antiviral contra el virus mosai-
co del tabaco (tobamoviruses) (10.13).

Una revisién sobre la ocurrencia de
alcaloides bencilisoquinolinicos en es-
pecies del género Piper (tablas 1,2y 3)
muestra la presencia significativa de es-
tos metabolitos en el mismo.

Tabla 2. Alcaloides tipo aristolactama aislados de especies del género Piper.

Compuesto R, R, R, R, Especies de Piper Ref.
Piperolactama B OH OCH, OCH, H P. acutisleginum, 15, 19
P argyraphylum.
Piperolactama A | OH | OCH, H H P. longum, 14, 15, 17
P. argyrophylum,
OH | OCH, H CH, P. ribesioides. 20
P. longum, 10, 11,
Cefaranona B OCH, | OCH, H H P. chiadoense, 14. 15
P. argyrophylum,
P. augustum Rudge.
Piperolactama § | OCH, OH H OCH, P. puberullum. 21
OCH, | OCH, | OH H P. argvrophylum. 15
Piperolactama C | OCH, | OCH, | OCH, H P. argyrophylum. 15
Aristolactama A, | OCH, OH H H P. longum. 14
OH | OCH, | OCH, | CH, P. augustum Rudge.
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Tabla 3. Otros alcaloides bencilisoquinolinicos aislados de especies de Piper.

Compuesto R, R, R, Especies de Piper Ref.

N-formilnornuciferin | OCH, | OCH, P. argyrophylum. 15
isémeros Ey Z '
Formauregina OCH, | OCH, |OCH, P. argyrophylum, 15
isomeros Ey Z

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos.

Los puntos de fusion (pf), corregidos,
fueron tomados en una platina Fisher-
Johns, Meltig Point Apparatus Fisher
Scientific C. O.: los espectros fueron to-
mados en: IR: Perkin Elmer 1750 Infrared
Fourier Transform Spectrometer; UV:
Perkin Elmer UV-VIS. Spectrometer
Lamda 25: RMN: Jeol EX-90 a 90MHz
para RMN 'H y a 22.5 MHz para RMN
“C, TMS como Patrén. interno: Masas:
Shimadzu 920 DF a 70 eV. Arremia sali-
na San Francisco Bay Brand Inc. Newark
U.S.A. adquiridas a través del Dr. Jerry
L. McLaughlin (Purdue University).

El material vegetal fue recolectado en
el bosque de Yotoco (Palmira, Valle) a
800 m. de altitud y fue identificado por el
doctor Gustavo Lozano del Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia, Bogotd: una mues-
tra de este material reposa en el Herbario
Nacional Colombiano (COL 286863.)

Tallo seco y meolido (1750 g.) fue so-
metido a extraccién exhauostiva con eta-
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nol en un aparato Soxhlet. El extracto
etandlico (30 g), fue fraccionado sobre
una columna filtrante de sflica gel (60
g.) usando éter de petréleo 40-60, tolue-
no, 2-butanona, etanol, metano! y mez-
clas de éstos en orden de polaridad cre-
ciente como eluyentes. Los compuestos
o mezclas obtenidos por este procedi-
miento fueron purificados por cromato-
gratia sobre columna (CC) de silica gel
en proporcién de 1:20 (compuesto o mez-
cla: silica gel).

El compuesto I (121 mg) fue obtenido
de las fracciones eluidas con éter de pe-
trdleo y tolueno pures y en mezclas de
polaridad creciente y fue purificado por
CC wsando silica gel como adsorbente y
tolueno, hexano-diclorometano como elu-
yenles con posterior cristalizacién en
EtOH.

El compuestoll (20 mg) fue aislado en
su mayor parte de las fracciones eluidas
con mezclas de polaridad creciente de
tolueno: 2-butanona y fue purificado
mediante lavados con éter de petrdleo
seguida de CC usando silica gel como
adsorbente y diclorometano-acetona en
mezclas de polaridad creciente como elu-
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yentes. También se obtuvo parte del com-
puesto Il de las fracciones eluidas con 2-
butanona pura, 2-butanona-etanol (1:1)
v etanol puro y fue purificada mediante
CC usando silica gel como adsorbente y
cloroformo como eluyente.

Los compuestos III (7 mg.) y IV (4
mg.) fueron obtenidos de las fracciones
eluidas con tolueno: 2-butanona y 2-buta-
nona pura y fueron purificados mediante
sucesivas CC usando silica gel como
adsorbente y mezclas de diclorometano ;
acetona (99:1) como eluyente.

Bioensayo de actividad bioldgica so-
bre Arfemia salina.

Un ensayo de la actividad biolégica
del extracto etandlico del tallo de Piper
augustum sobre Artemia salina Leach
fue realizado de acuerdo al protecole
descrito (8,9), usando concentraciones
de 5, 50, 100 y 500 ppm. Los célculos
estadisticos para determinar la dosis le-
tal al 50% (DL, = 350 ppm) asi como la
desviacidn estdndar (o = 0.13) y los li-
mites de confianza superior e inferior
(Ls =55L.1.9; Li=251.52) se realizaron
mediante el programa FINNEY para cal-
culos estadisticos, suministrado por el
Dr. Doctor Jerry L. McLaughlin.

3p-hidroxi-24-etil-A***-colestadieno
(estigmasterol) I:

(121 mg.) Cristales transparentes, pf

experimental 165 - 166 °C (EtOH), (lite-
ratura 170°C (22) y 165-167 (23)): solu-
ble en CHCH, CHCOCH, CHCI,
CHCI, ElOH v McOH cahentes cCcp/
silica 60 F-254, Rf ; 0.25 (CH.CL,); 0.30
(CH.CL,: AcOEt 97:3); 0.30 (CHCl,):
0_75'(‘C'HCL! : CH,COCH, 9:1).

Acetato de estigmasterol [a:

(43.4 mg) Sélido blanco amorfo, sin-
tetizado por reaccidn de acetilacién de
50.8 mg del compuesto I con 0.5 ml. de
anhidrido acético en presencia de 0.5 ml.
de piridina a temperatura ambiente du-
rante 3 dias. pf experimental 137-139°C

(CHCL,) . (literatura 144 °C (22)): solu-
ble en CHCLl,CH Cl, EtOH y MeOH,
CH,COCH, callenle. "CCD/silica 60 F-
754 Rf: 055(CH .CH,); 0.85 (CHCL,).

1,.2-metilendioxi-6-metil-4dH-diben-
zol(de-g)quinolina-4,5(6H)diona (Cefa-
radiona A) II:

(20 mg.): pf > 300 °C, (literatura 340-
342°C(16),>300(15)): cristales anaran-
jados CH,CL,, CHCI,, CH,COCH.: inten-
sa ﬂunrescencm amdrlllo ver(loso en so-
lueién: parcialmente soluble en CH.CL,,
CHCI,,CH,COCH,. EtOH y MeOH; CCD/
silica 60 F-254, Rf: 0.15 (CH,CL);
0.40 (C HCH-CH COCH, 8:2); 0.75
CHCI, (H COCH 9 1) 08‘5 (CH.Cl.-
CH COCH 8:2). lR YEE em': 3078 (H
sobre C sp %), 2920 y 2852 (H sobre C
sp’); 1677 (C=0); 1653 (C=0): 1617 y
1593 (C=C aromitico); 1545: 1504 1492

1467; 1412; 1370; 1337; 1302; 1246;
1202; 1154; 1139; I| 10; 1048. RMN 'H
(CDCI,, 90 MHz). 8: 3.83 (s, NMe); 6.45

(S.O'CH:O)‘ 7.49 (s, H-7); 7.38 - 7.76 (m,
H-9,10):7.85-7.91 (m, H-8):8.13 (s, H-
3): 8.93 -9.04 (m, H-11). EM 70eV m/z
(int. rel.): 307 [M+2]" (2.9); 306 [M+1]*
(18.8): 305 [M]" (89.7); 278 [M+1-CO]*
(21.2): 277 [M- CO]* (100); 276 [M-CO-
HJ]* (16.8): 260; 249 [M-CO-CO]"(10.8);
248 [M-CH,N=C=0]"(10). UV A=“% nm
log. &) 199 (4.29); 219 (4.39); 236
(4.39): 301 (4.01); 314 (4.05): 435 (3.95).

Lactama del dcido 10-amino-3.4-dime-
toxifenantreno-1-carboxilico I11:

(7 mg.); pf observado 255 - 256 °C
(CDCL,) , 258 - 259 °C (EtOH), (literatu-
ra: 264 - 265 °C (15): Cristales amari-
llentos: el compuesto sublima por enci-
ma de los 220 “C; parcialmente soluble
en CHCIl, CH.Cl,, CH,COCH,, E1OH,
MeOH; fuer!e fluorescencia azul a 360
nm; CCD/silica 60 F-254, Rf: 0.15
(CHCl ). 0.5 (CHCIL,: CH,COCH, 9:1).
IR 'r"“' em : 3174 (N- H); 2925 y 2854
(H sobre C sp'); 17185 1656; 1499; 1460;

1441; 1380: 1318; 1272; 1148: 1137;
11hL; 1059; 1036; 742, RMN 'H (90
MHz, CDCl,) &: 4.10 (s, OMe-3); 4.15

17



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 27, No. 1 DE 1998

(5, OMe-4): 7.10 (s, H-9); 7.50 - 7.70
(m, H-6, 7); 7.80 (s, H=2); 7.95 - 8.15
(m, H-8):9.20 - 9.35 (m, H-5). RMN 'H
(90 MHz, DMSO-d,) 8: 4.04 (s, OMe-3):
4.05 (3. OMe-4); 7.14 (s. H-9); 7.51-
7.68 (m, H-6, 7); 7.86 (s, H-2); 7.90-
8.00 (m. H-8): 9.07 - 9.17 (m, H-5):
10.84 (br s, N-H). RMN “C (22.5 MHz,
CDCI) ppm: 57.01 (O Me-3): 60.38
(OMe-4); 105.70 (C-9); 109.67 (C-2):
121.13%; 126,02 (C-6): 127.66%; 129.06
(C-7 y/o B); 133.98 (C-8a); 134.82%;
137.09%; 153.82 (C-4): 158.42 (C-3):
169,28 (CO). (*Senales asignadas a C-1,
da, 4b, 5, 10, 10a).

EM 70eV. m/z (int. rel.): 281 [M+2]";
280 [M+17* (18); 279 [M]" (100); 278
[M-1]"(2); 264 [M-CH_J* (12); 236 [M-
CH-COJ" (12); 221 [M-CH -CO-CH ]’
(14); 218 (6): 209 (9): 208 (4); 206 (4):
193 IM-CH -CO-CH -COJ* (20); 165 [M-
CH-CO-CH -2COJ" (18): 138 [M-CH -
CO-CH_-2CO-HCN]" (7). UV A8 nm
(log. e 232 (4.32); 263 (4.19); 276
(4.24); 287 (4.23): 318 (3.71): 385 (3.68).

Lactama del dcido N-metil-10amino-
4-hidroxy-2,3-dimetoxifenantreno-1-
carboxilico 1V:

(4 mg.); pf 172-174 “C (CHCI,) con
descomposicién: cristaliza en agujas muy
finas en CHCI,, con una fuerte fluorescen-
cia azul a 360 nm. Soluble en CHCIL,.
CH,Cl,. CH,COCH,,. parcialmente soluble
en EtOH: CCD/silica 60 F-254, Rf: 0.20
(CHCL,), 0.75 (CHCI: CH,COCH, 95:5),
0.7 (CHCH;: CH,COCH, 3:1). IR y*¥
cm’: 3449 (-OH); 2922 , 2852 H sobre C
sph 1736; 1719; 1677; 1648 ; 1611; 1493;
1459; 1404, 1377: 1350; 13315 1301: 1251;
1200; 1162; 1105: 1089; 1047: 1016: 978;
832. RMN 'H (CDCl,, 90MHz) & ppm:
3.50 (s, N-Me); 4.06 (s, OMe-3); 4.56 (s,
OMe-2); 7.13 (s. H-9): 7.34 (br s, -OH)x:
7.30 a 7.61 (m, H-6,7); 7.83 a 7.93 (m, H-
8£); 913 29.24 (m, H-5). EM 70 eV. n/z
tint. rel.): 311 [M+2]": 310 [M+2]" (10);
309 [M]* (100): 308 [M-1]° (4); 294 [M-
CH,J* (50): 291 [M-H.O]' (8): 290 (4):
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280 [M-1-CO]J" (12): 266 [M- CH-COJ
(32); 262 (4); 251 [M-CH -CO-CH_|* (4).
UV 4% am (log. £): 269 (4.13); 295
(3.96); 335(3.74); 379 (3.74); 383 (3.76):
391 (3.77). UV yHOHERON nig: 295; 340;
386, UV yRONHONIHC nm: 270; 296; 335;
373, UV yMNON npyy 227; 231 267; 269
336, 372. UV yMeowaADN g 200: 237
240: 267 293: 339,

RESULTADOS Y DISCUSION

El espectro de UV de I (figura 1)
muestra  absorcién  caracteristica del
croméforo fenantreno (14). Su espectro
IR contiene bandas en: 3174 cm'' atribui-
ble al alargamiento N-H; 1718 cm™' ca-
racteristica de tensién C=0 y otras que
sugieren la presencia de H sobre C sp’
(2925-2854 em™) y unidades estructura-
les aromaticas (1656, 1499 y 1460 cm™')
(24). Esta informacién junto con el mo-
delo de fragmentacion que se observa en
el espectro de masas (EM) (m/z 279 100%
[M]*: m/z 236 [M- CH - CO|* y m/z 221
[M- CH,- CO- CH,]") caracteristico de
aristolactamas (25) indica que IIT es un
compuesto de este tipo. Las senales mul-
tiples, suintegracion y sus-desplazamien-
tos quimicos en RMN 'H (DMSO-d, ) que
aparecen en 8 7.51 - 8 7.68 (2H); 8 7.95-
6 B.I5(1H) y 6 9.07 - 8 9.17 (1H) son
similares a las sefiales de los protones
aromiticos del anillo C de aristolactamas
cuyo anille A es por lo menos disustituido
(ver tabla 2). Las cinco sefiales simples:
en 8 4.04(3H) y & 4.05 (3H), atribuibles
a grupos metoxilo sobre anillo aromdtico
(14,15, 20,25.26.27)en 87.86(1H) ¥y
en & 7.14 (1H) de protones aromaticos y
en & 10.84 de protén sobre nitrégeno
indican que IIl es una aristolactama
disustituida en A.

Los datos espectroscépicos (UV, IR,
EM y RMN 'H vy "(C) del compuesto ITT
coinciden con los reportados para la Lac-
tama del dcido 10-amino-3,4-dimetoxife-
nantreno-1-carboxilice (Cepharanone B)
(10, 11, 14, 15) en consecuencia esta es
la identidad del compuesto en estudio.
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Los espectros del compuesto I'V mos-
traron algunas similitudes con Jos co-
rrespondientes al compuesto TIL Su es-
pectro de IR a diferencia del de III mues-
tra una banda intensa en 3449 cm' de
alargamiento O-H y no aparece la len-
sion de alargamiento N-H observada en
ITI. El espectro de UV de IV da un des-
plazamiento batocrémico de 25 nm del
pico de absorcién en & 269 nm por adi-
cion de EtONa el cual es reversible al
agregar HCI lo cual corrobora la exis-
tencia del grupo O-H fendlico en la es-
tructura de IV. El modelo de fragmenta-
cion en el espectro de masas de IV es
caracteristico de aristolactamas (25).

Entre los compuestos IV y IIT existen
tres diferencias notables en sus espec-
tros de RMN 'H en CDCIl;: Una sefial
simple en & 3.50 (campo alto para ser
metoxilo sobre anillo aromitico) atribui-
ble a un grupe metilo unido a un nitro-
geno (14, 15, 20), una sefial simple an-
cha (br s) en & 7.34 que desaparece al
adicionar DO al compuesto que se atri-
buye al protén del grupo O-H fendlico y
la ausencia de la sefial simple en la re-
gion cercana a & 7.80 que en III como
en otras aristolactamas es atribuible a la
sefial del protén sobre C-2 (20). Por otra
parte los multipletes correspondientes a
los protones aromiticos del anillo € no
sustituido se observan en el espectro de

RMN 'H de IV en 8 750- & 761 (2H): &

7.83 - 8 7.93 (Hi: 8 9.13 - 8 9.24 (H)
indicando que al igual que en III los
sustituyentes estin sobre el anillo A. Esos

RO PRy I :R=H
la:R=Ac.

sustituyentes son dos metoxilos (8 4.06
y & 4.36), y un hidroxilo (5§ 7.34). La
adicién de AICL, no genera desplazamien-
to en los picos de absorcién en el espec-
tro de UV de IV descartando asf la exis-
tencia de hidroxilo en C-2. La seial del
metoxilo én 8 4.56, desplazada a campo
bajo en comparacion con los metoxilos
en III, junto con la ausencia de la senal
del protén sobre C-2, permite asignar un
metoxilo sobre este carbono (posicion
peri al carbonilo).

El desplazamiento batocrémico de 9'y
10 nm de los picos a 8 227 y 231 nm
respectivamente, en ¢l espectro de UV de
IV causado por la adicién de una base
débil (AcONa) sirve para afirmar que el
grupo hidroxilo se halla unido al C-4, por
que si se hallara unido al C-3 este hidro-
xilo fenblico seria menos dcido que el
dcido acético y su espectro UV no expe-
rimentaria desplazamiento batocrémico
alguno por neutralizaciéon con el acetato
(26). En conclusion el compuesto IV se
identificé como lactama del dcido N-
metil-10-amino-4-hidroxi-2.3-dimetoxi-
fenantreno-1-carboxilico, Esta es la pri-
mera vVez que se reporta este compuesto
en una especie de Piperaceae.

La caracterizacién de los compuestos
Iy II, se hizo por comparacién de los
espectros (IR, UV, RMN 'H y "C y EM),
de lus constantes fisicas y de los valores
de Rf (CCD/silica) con muestras auténti-
ca aisladas de Piper manausense (28):
3B-hidroxi-24-etil-A**-colestadieno

HI:Ri=R2=0OMe:R:=R:=H
IV:Ri=OH;R: = R: = OMe; Ri= Me

Figura 1, Compuestos mayoriturios aislados de Piper augustum.

19



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 27, No. 1 DE 1998

(estigmasterol I)y 1.2-metilendioxi-6-
metil-4H-dibenzol(de-g)guinolina-
4,5(6H)diona (Cepharadione A II ) res-
pectivamente.

Un ensayo de la actividad bioldgica
del extracto etandlico de P. augustum
sobre Artemia salina, presenté un DL, =
350 ppm, lo cual indica una accin OXi-
ca moderada del extracto. Estos resulta-
dos permiten seleccionar a este vegetal
para estudios posteriores de actividad
bioldgica sobre A. salina, utilizando ex-
tractos de diferentes partes de la planta 'y
sus conslituyentes quimicos puros,
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