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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS ESTERES DEL
ACIDO PIPERICO SINTETIZADOS A PARTIR DEL
PIPER NIGRUM

Cesar Tarazona Ramirez?, Candy Ruiz Martel*?, Billy Cabanillas®

RESUMEN

El presente estudio tiene por objeto el desarrollo de nuevos candidatos a antioxidantes
preparados mediante hemisintesis a partir de la piperina aislada de los frutos de Piper
nigrum. EI primer derivado sintetizado fue el &cido pipérico, con un rendimiento del
2,55%. A partir de este Ultimo se obtuvieron: el piperato de metilo, piperato dle etilo y
piperato de isopropilo con rendimientos del 76,75 %; 88,93 % y 95,3 %, respectivamente.
Las moléculas aisladas y sintetizadas fueron caracterizadas mediante infrarrojo y
espectrometria de masas. El analisis de la actividad antioxidante mediante DPPH arrojé
valores de ICso de 8,77; 2,75; 8,35; 0,30 y 0,12 mg/ml para la piperina, acido piperico,
piperato de metilo, piperato de etilo y piperato de isopropilo, respectivamente. Estos
resultados indican una mejora significativa de la actividad antioxidante con respecto al
producto de partida, la piperina.

Palabras clave: Piperina, hemisintesis, actividad antioxidante.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS ESTERES DEL
ACIDO PIPERICO SINTETIZADOS A PARTIR DEL
PIPER NIGRUM

ABSTRACT

The present study aims to develop new antioxidant candidates prepared by hemisynthesis
from piperine isolated from Piper nigrum fruits. The first derivative synthesized was
piperic acid, with a yield of 2,55%, and from the latter were obtained: methyl piperate,
ethyl piperate and isopropyl piperate with yields of 76,75 %, 88,93 % and 95,3 %,
respectively. The isolated and synthesized molecules were characterized by infrared and
mass spectrometry. Analysis of antioxidant activity by DPPH yielded I1Cso values of 8,77;
2,75; 8,35; 0,30 and 0,12 mg/ml for piperine, piperic acid, methyl piperate, ethyl piperate
and isopropy! piperate, respectively. These results indicate a significant improvement in
antioxidant activity over the starting product, piperine.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo es consecuencia del desequilibrio entre él sistema de defensa de
antioxidantes y la produccion de radicales libres?, cuando hay un exceso de radicales
libres, las biomoléculas como las membranas celulares, proteinas y acidos nucleicos se
ven afectadas provocando efectos adversos como envejecimiento celular, enfermedades
degenerativas, trastornos metabélicos como la diabetes y el cancer?. Una de las causas
principales de este desequilibrio es la deficiencia de antioxidantes nutricionales®. Los
antioxidantes son sustancias que reaccionan con los radicales libres neutralizando su
efecto dafiino en el cuerpo?, es por esta razon la exploracion y busqueda de nuevos
compuestos organicos capaces de prevenir el dafio oxidativo, que pueden tener un origen
natural o ser producto de una hemisintesis. En muchos casos la combinacion de extraccion
natural con reacciones sintéticas proporciona procesos sostenibles y eficientes en la
produccion de compuestos activos®. La piperina es un compuesto natural bioactivo
presente en el Piper nigrum y sus derivados son moléculas con gran potencial
farmacoldgico, en especial como antioxidantes®. Estudios acerca de la piperina han
reportado su uso para prevenir el envejecimiento de la piel, la estereosclerosis, diabetes,
tumores, obesidad, hipertrigliceridemia, hipercolesteromia, alopecia, celulitis,
osteoporosis, enfermedades cerebrales, pérdida de la memoria, estrés, sindromes
menopausicos e hipertrofia benigna*®, todas estas enfermedades estan relacionadas con
el estrés oxidativo. También, se ha reportado actividad antioxidante de la piperina contra
DPPH donde su ICs fue igual 2,133 mg/ml®. En otra investigacion no determinaron el
ICso de la piperina, sin embargo, reportaron que a una concentracién de 0,05 mg/ml de
piperina y de &cido pipérico el porcentaje de actividad antioxidante contra DPPH fue de
10,28 % y 29,5% respectivamente’. De igual manera, las amidas sintéticas del acido
pipérico mostraron una alta actividad contra DPPH con un ECso de 20 uM a 140 uM y
actividad inhibidora de a-glucosidasa que alcanzé un ICso entre 12 uM a 21 uM®. En otras
investigaciones, se disefiaron dos andlogos de piperina que, al ser probados junto con
vincristina, colchina y paclitaxel revertian la resistencia de las células cancerosas (KB y
SW480)°. También se evaluaron la actividad anticancerigena del derivado obtenido de la
sintesis del &cido pipérico con diversas anilinas donde encontraron que uno de estos
derivados tenia gran potencial anticancerigena contra linea celular de cancer de mama
(MCF-7) y céancer de higado (HEPG2)%. Once ésteres del acido pipérico formaron parte
de un estudio de prediccion de citoxicidad y toxicidad selectiva de células tumorales®!,
Ademas, se ha desarrollado un protector solar a base de la piperina y sus derivados, donde
reportaron que el piperato de isopropilo tiene gran potencial para ser agente de proteccién
UV*2. Basados en los prometedores efectos terapéuticos y farmacoldgicos de la piperina
como de sus derivados, en este estudio estamos interesados en sintetizar esteres del acido
pipérico, comprobar su actividad antioxidante contra DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidrazilo)
y hacer una comparacién con el compuesto original piperina.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos los reactivos para la sintesis quimica se adquirieron en Sigma-Aldrich. En los
analisis por TLC se utilizaron placas de gel de silice de 60 mm F254 (MERCK). Todos
los solventes quimicos empleados fueron grado HPLC y MS. EIl Espectrometro de masas
fue un equipo de Thermo Scientific™ Q Exactive Plus™. La deteccion de masa fue
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llevada a cabo utilizando una fuente de electrospray ESI en modo de ionizacion negativa
a 70000 de poder de resolucion utilizando el modo scan Full MS. Para la ionizacion MS2
se utilizo6 el modo dd-MS2/dd-SIM FT con resolucion 17500. El rango de masa fue de
130 - 1600 m/z, la temperatura del capilar fue 290°C con voltaje de ionizacion spray 2,5
KV (modo negativo), el gas carrier fue N2 y la energia de colision utilizada fue 20,40,60.
El tipo de data de espectro fue profile. ElI rango de masa fue de 140-2000 Da vy la
temperatura del capilar fue 300 °C con voltaje de ionizacién spray a 4.0 kV (modo
positivo) y 4,2 KV (modo negativo) y los espectros IR se realizaron en un espectrometro
Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10.

Aislamiento de la piperina

Se siguio el procedimiento segin Choochana et al.*2 En resumen, se pes6 100 g del fruto
seco de Piper nigrum y se extrajo mediante reflujo con etanol 95 % (400 ml). La mezcla
se filtrd y el solvente se elimind a presién reducida con un evaporador obteniéndose un
extracto crudo de color pardo oscuro. Para eliminar las impurezas (oleorresina), el
extracto crudo se mezcl6 con 30 ml de hidroxido de potasio 16% en etanol y se filtro. La
piperina se precipito adicionando agua helada. El sélido obtenido se recristaliz6 con
isopropanol, obteniéndose 2,559 de cristales de color amarillo.

Sintesis del acido pipérico

Se utilizd el método descrito por Ali et al. ** Brevemente, se disolvié 36 g de hidroxido
de potasio en 180 ml de etanol, y se agregd 3 g de piperina. La mezcla se calentd a reflujo
durante 8 h y luego se elimind el solvente en un rotavapor. El sélido obtenido se mezcld
con 300 ml agua y se filtré para eliminar la piperidina. El acido pipérico se precipito
acidificando con HCI al 10 %, hasta pH 3. La solucién se filtré y el sélido obtenido se
recristalizo en etanol obteniéndose 1,40 g de cristales amarillo.

Sintesis del piperato de metilo

Este compuesto se prepar6 segun la metodologia descrita por Choochana et al.*? En un
balon se coloco 0,31 g de acido piperico, se afiadié 7 ml de metanol y acido sulfurico 0,5
ml. La mezcla se conect6 a un aparato Dean-Stark y se calenté a reflujo durante 3 horas.
Se evaporo el solvente y el residuo se disolvié en 10 ml de acetato de etilo. La solucion
se llevd a una pera de decantacién y se adiciond 10 ml de agua destilada. Se lavé con
bicarbonato de sodio al 5 %. La fase organica se separo, se seco con sulfato de sodio
anhidro y se filtr6. El solvente se eliminé en un rotavapor y el sélido obtenido se
recristalizé en acetona. Como resultado se obtuvo 0,25g de cristales amarillo palido.

Sintesis del piperato de etilo

Se emple6 el método desarrollado por Choochana et al.*? En un baldn se mezclaron 0,31g
de acido pipérico, 7 ml de etanol y 0,5 ml de acido sulfurico. La mezcla se llevé a reflujo
en un aparato Dean-Stark. El solvente se elimind y el residuo se disolvié con 10 ml acetato
de etilo y se lavd con bicarbonato de sodio al 5 %. La fase organica, se sec6 con sulfato
de sodio anhidro, se filtrd y elimind el solvente a presion reducida. El solido se recristalizo
en acetona dando como resultado 0,39 g de cristales amarillo palido.
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Sintesis del piperato de isopropilo

Segun lo descrito por Choochana et al.*? En un matraz de fondo redondo de 50 ml se
mezclaron 0,30 g de acido pipérico, 7 ml de isopropanol y 0,5 ml de &cido sulfarico. El
matraz se conecto con el aparato Dean-Stark y se calenté a reflujo durante 3 horas A una
temperatura de 70 °C. La mezcla de la reaccion se concentrd usando evaporador rotatorio.
El residuo se le adiciono acetato de etilo y se llevo a una pera de decantacion, se adiciono
10 ml de agua destilada. Se lavo con bicarbonato de sodio al 5 % y se recolecto la fase
organica. Se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtro y se eliminé el solvente. Como
resultado se obtuvo un 0,29 g de liquido amarillo palido.

Andlisis de la actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se determind utilizando el método de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) utilizado por Zarai et al.’, con algunas modificaciones. En
resumen, se prepar0 una solucion de DPPH 0,2 mM en etanol al 80 %. Las muestras
fueron disueltas en un solvente adecuado hasta la completa disolucién. Para la lectura se
mezcl6 100 pL de DPPH (0,2 mM) con 1000 pL de muestra, se dejé reposar por 30
minutos y se midié la absorbancia a 517 nm. Para la obtencidn del ICsg se realizo cinco
puntos a diferentes concentraciones para cada muestra. El 4cido ascorbico se utilizé como
control positivo. La actividad de inhibicion fue calculada de la siguiente forma:

19%= (Ao — A1) /Ao X 100

Donde 1% es el porcentaje de inhibicion, Ao es la absorbancia del blanco, A: es la
absorbancia de la muestra. Los ensayos se realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los frutos de Piper nigrum se logré aislar la piperina con un rendimiento 2,55
%, este resultado es menor al reportado por Ramesh et al. (2018)° que fue de 3 %, la
diferencia en el porcentaje puede deberse a la procedencia de la muestra, que influye
significativamente en el contenido de los compuestos. Para el caso del acido pipérico se
obtuvo un rendimiento de 61,13% cercano al reportado por Li et al. (2025)%* de 72 %.
Con respecto a los ésteres de piperato de metilo, piperato de etilo, piperato de isopropilo
se obtuvo rendimientos de 76,75 %, 88,93% y 95,3 % respectivamente, los valores son
similares a lo reportado por Choochana et al. (2015)*? de 84,94 %, 92,79% y 84,60 %, en
ambos casos los rendimientos de la sintesis son altos.

En la tabla 1 se observa los porcentajes de rendimiento de la piperina, del cido pipérico
y de los 3 ésteres sintetizados.
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Tabla 1. Porcentaje de rendimiento de la piperina y sus derivados

MOLECULA PESO (g) PORCENTAJE DE RENDIMIENTO
Piperina 2,55¢ 2,55 %
Acido pipérico 140 g 61,13 %
Piperato de metilo 0,25¢g 76,75 %
Piperato de etilo 0,39 g 88,93 %
Piperato de isopropilo 029 ¢ 95,3 %

Los compuestos obtenidos se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja y
espectrometria de masas de alta resolucion. Las bandas del espectro infrarrojo de piperina
coinciden con lo reportado por Reyes et al. (2017): 2940.73 (C-H, tension), 1611.04-
1581.31-1490.68 (-C=C-Arr, tensidn), 1632.69 (-CO-N, tension). Grupo metileniendoxi:
1432.63 (-CH2 flexidn), 1250.70-1193.75(=C-O-C as, tension), 1030.35 (=C-O-C sim,
tension), 925.87 (C-O, tensién), 1133.45 (C-H, flexion), 995.87 (-CH=CH- trans,
flexion), 846.33-830.54-804.1 (C-H 1-2-4-trisust, flexion) (Figura 1a). El espectro
infrarrojo de acido pipérico (Figura 1b) 3300-2800 (-COOH), 1664.89 (C=0, tension),
1592.57-1484.10 (-C=C-Ar, tension). Grupo metileniendoxi: 1447.94 (-CH2 flexion),
1254.24-1187.09 (=C-O-C as, tension), 1101.86 (=C-O-C sim, tension), 993.39 (C-O,
tension), 926.24-846.18-791.94 (C-H 1-2-4-trisust, flexion) similar a lo reportado por
Bahri et al. (2019)™. El espectro infrarrojo piperato de metilo (Figura 1c) 2948.03 (-CH,
tension), 1703.58 (C=0, tension), 1606.06-1494.65 (-C=C-Ar). Grupo metileniendoxi:
1451.12 (-CH2, flexion), 1242.76-1124.29 (=C-O-C as, tension), 1037.71 (=C-O-C sim,
tension), 1000.07 (C-O, tensidn), 836.41-813.39-789.27 (C-H 1-2-4-trisust, flexion)
similar a lo reportado por Choochana et al. (2015). El espectro infrarrojo del piperato de
etilo (Figura 1d): 2959.14 (-CH, tenson), 1705.21 (C=0, tension), 1609.72-1488.82 (-
C=C-Ar, tension). Grupo metileniendoxi: 1444.09 (-CH2 flexion), 1252.65-1174.19 (=C-
O-C as, tension), 1032.20 (=C-O-C sim, tension), 996.88 (C-O, tension),
928.97,845.39,804.16(C-H 1-2-4 trisust, flexidn) similar a lo reportado por Choochana et
al.(2015) y finalmente el espectro infrarojo piperato de isopropilo (Figura 1e) 2978.57 (-
CH, tensién), 1700.09 (-C=0), 1608.69-1488.35(-C=C-Ar, tension). Grupo
metileniendoxi: 1445.51 (-CH2, flexion), 1250.41-1173.72 (=C-O-C as,tension), 1137.71
(=C-0O-C sim, tensidn), 1104.27 (C-0O, tension), 1036.51-995.07-929.07 (C-H, 2-4 trisust,
flexion) similar a Choochana et al.(2015).

Los espectros de masas de los compuestos se registraron en modo ESI positivo de alta
resolucion. El espectro de masas full MS para la piperina mostré un ion molecular de un
valor m/z 286,1436; el acido pipérico a un valor de m/z 219,0653, el éster de metilo a un
valor de m/z 233,0808, el piperato de etilo a un valor de m/z 247.0964 y el piperato de
isopropilo a un valor de m/z igual 261,1122. Las formulas de los compuestos se
calcularon con un error inferior a 5 ppm encontrandose coincidencia con las formulas de
cada compuesto. Estos datos coinciden con lo reportado por Choochana et al. (2015). El
espectro MS/MS de la piperina coincide con lo reportado por Reyes et al. (2017).
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En la tabla 2 se muestran los valores de actividad antioxidante contra DPPH de la piperina
y sus derivados. Estudios anteriores reportan que el porcentaje de actividad captadora de
radicales de DPPH de la piperina y el acido pipérico a una concentracion de 50 pg/ml fue
del 10,28 % y 29,5 %, respectivamente (Zarai et al., 2013), mientras que en este trabajo
de investigacion se pudo determinar el ICso de la piperina y acido pipérico que fue de 8,85
mg/ ml y 2,65 mg/ml respectivamente, secundando lo expuesto por Zarai donde expresa
que el acido pipérico tiene mayor actividad antioxidante que la piperina. El ICso del
piperato de metilo es 8,35 mg/ml, mientras que el ICso del piperato de etilo y el piperato
de isopropilo presentan un alto porcentaje de inhibicion igual a 0,286 mg/ml y 0,115
mg/ml respectivamente. Con este estudio se demuestra que, al hacer modificaciones en la
estructura, podemos mejorar su actividad, como es el caso del éster de piperato de etilo y
del piperato de isopropilo que aumentan 31 y 77 veces respectivamente, su actividad
respecto a la piperina. Para el caso del piperato de isopropilo esto puede deberse a que la
molécula tiene mayor deslocalizacién electronica (Choochana et al.,2015). Finalmente,
este estudio da un aporte acerca de la actividad antioxidante de la piperina como de sus
derivados contribuyendo al aumento del conocimiento cientifico y a la vez propone seguir
estudiando dichos compuestos por ser consideradas moléculas muy interesantes para ser
probada en otras actividades.
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Figura 1. Espectros IR de 1a (piperina), 1b (4cido pipérico) 1c (piperato de metilo) 1d (piperato de etilo)

y le (piperato de isopropilo).

Tabla 2. Actividad antioxidante frente al DPPH de la piperina y sus derivados

S3-pos #3084 RT: T.80 AV 1

MOLECULA ICso (mg/ml)

Piperina 8,77 0,57
2,75+ 0,27
8,35+ 0,02
0,30 £ 0,02
0,12 £ 0,01

0,002 + 0,00

Acido pipérico
Piperato de metilo
Piperato de etilo
Piperato de isopropilo
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Figura 2 Espectros de masas Full MS (HRESI) en modo positivo de 2a (piperina), 2b (4cido pipérico), 2c
(piperato de metilo), 2d (piperato de etilo) y 2e (piperato de isopropilo).

CONCLUSIONES

En este estudio se aislo la piperina a partir del Piper nigrum con un rendimiento de 2,5%.
Ademas, se sintetizo el &cido pipérico a partir de la piperina con rendimiento de 61.13 %.
Mediante la reccion de Fisher se obtuvieron tres ésteres de piperato con rendimientos
altos: piperato de metilo (76,75 %), piperato de etilo (88,93%) y piperato de isopropilo
95.3 %. Tanto la piperina, el &cido pipéricoy sus ésteres respectivos fueron caracterizados
por IR y MS, comprobando los grupos funcionales de las moléculas sintetizadas y
obteniendo su M/z para la piperina (M/Z 285,1438), acido pipérico (M/Z 218,0652),
piperato de metilo (M/Z 232,0808), piperato de etilo (M/Z 246,0964) y piperato de
Isopropilo (M/Z 260,1122).

El éster de mayor actividad antioxidante fue el piperato de isopropilo con un IC50 igual
a 0,115 mg/ml, seguido de piperato de etilo con un IC50 a 0,286 mg/ml y el piperato de
metilo dio un IC50 igual a 8.354 mg/ml. El acido pipérico y la piperina dieron un 1C50
de 2.753 mg/ml y 8.767 mg/ml respectivamente.
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