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INTRODUCCION

Las plantas medicinales, desde nuestros antepasados han sido una
importante fuente de medicamentos, con el paso del tiempo la industria
farmacéutica ha basado sus operaciones bajo el conocimiento de los
productos naturales y su utilidad en la cura de algunas enfermedades. Hoy
en dia existe un interés en la busqueda de métodos alternativos para el
descubrimiento de compuestos que permitan generar nuevos farmacos y
sean claves en ciertas areas terapéuticas, tales como antioxidantes,
inmunosupresores, antimicrobianos, antiparasitarios y algunas enfermedades
metabdlicas (Newman, Cragg y Snader, 2000; Rodriguez y cols., 2018). En la
actualidad los productos naturales siguen siendo candidatos quimicos con
potencial farmacoldgico, y constituyen un significativo recurso para obtencion
de nuevas drogas (Newman, Cragg y Snader, 2003).

Durante los uitimos anos, las infecciones ocasionadas por bacterias y
hongos han sido un problema de salud publica ya que estos
microorganismos han creado resistencia a varios farmacos disponibles en el
mercado (Burke, Berger y Schereiber, 2003; Sanchez y cols., 2011). Razén
por la cual se mantiene la busqueda de nuevos antimicrobianos para
combatir las enfermedades, superar los problemas de resistencia microbiana
y efectos secundarios (Kaya, Yigit y Benli, 2008; Zwenger y Basu, 2008;
Rodriguez y cols., 2018).

Por otra parte, el desarrollo de diferentes patologias como diabetes y
enfermedades cardiovasculares causadas por el estrés oxidativo, el cual se
produce cuando existe un desbalance entre la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y los sistemas de defensa antioxidante de
nuestro organismo, que se ven sobrepasados (Rodrigo y Gil-Becerra, 2014).
Las ERO contribuyen al envejecimiento celular, mutagénesis, carcinogénesis

y enfermedades coronarias, posiblemente a través de la desestabilizacion de
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membranas, dafio al ADN y oxidacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) (Heim, Tagliaferro y Bobilya, 2002). En este sentido, el estudio de la
capacidad antioxidante de las plantas medicinales y alimenticias ha crecido
en las ultimas décadas ya que un numero importante de productos obtenidos
de éstas, como los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles, poseen
efectos antioxidantes los cuales son evidenciados mediante diferentes
ensayos in vitro e in vivo asociadas a cada uno de ellos (Leos, Rivas y
Garcia, 2016).

En relacion a lo anteriormente expuesto, la familia Piperaceae,
presenta plantas que se localizan en las zonas tropicales y subtropicales del
mundo siendo el género Piper el mas estudiado, ya que cuenta con el mayor
numero de especies con diferentes actividades bioldgicas (antimicrobiana,
antiinflamatoria, anticarcinogénico y antioxidante) (Parmar y cols., 1997; Jara,
2013; Rodriguez y cols., 2018).

Adicionalmente, es necesario destacar que la explotacion y el empleo
de safrol (compuesto mayoritario del aceite esencial de algunas especies de
Piper) es limitada hasta ahora. Este fenilpropanoide tiene una amplia
aplicacion en la industria quimica como precursor sintético de butdxido de
piperonilo, piperonal y medicamentos como Tadalafil, Cinoxacina vy
Levodopa. La versatilidad de su estructura, permite diversas
transformaciones quimicas, y la naturaleza bioférica de su subunidad, le
confieren caracteristicas Unicas y la convierten en material de partida
atractivo para la sintesis de compuestos con diferentes actividades
farmacoldgicas (Lima, 2015).

En este sentido, la presente investigacion tiene como objetivo principal
determinar la composicién quimica, actividad antioxidante y antimicrobiana
del aceite esencial y extractos obtenidos de las hojas de Piper marginatum

Jacq.
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PRODUCTOS NATURALES

Para poder vivir, crecer y reproducirse los organismos necesitan
transformar una gran variedad de compuestos organicos. Estas
transformaciones requieren energia que la obtienen en forma de ATP y la
presencia de sistemas enzimaticos. El conjunto de reacciones especificas
mediante el cual un organismo fabrica sus propias sustancias y mantiene la

vida se conoce como metabolismo (Gutiérrez y Estévez, 2009).

Las moléculas mas importantes para la vida son las proteinas, los
hidratos de carbono, las grasas y los acidos nucleicos. A pesar de las
caracteristicas extremadamente diferentes de los distintos seres vivos, las
rutas generales para modificar y sintetizar estas sustancias son
esencialmente las mismas para todos con muy pequefas modificaciones.
Estos procesos se conocen como metabolismo primario y los compuestos
implicados en las diferentes rutas se conocen como metabolitos primarios
(Gutiérrez y Estévez, 2009).

Por otra parte, se llama metabolismo secundario al conjunto de
procesos en el que participan compuestos con una distribucion mucho mas
limitada y especifica segun el ser vivo, los compuestos que participan en este
metabolismo se denominan metabolitos secundarios, estas sustancias no
estan involucradas en el metabolismo “basal’” o primario, en el cual se
involucran azucares, lipidos, proteinas y glicéridos, entre otras sustancias
(Gutiérrez y Estévez, 2009).

Hay que entender que la diferencia entre metabolitos primarios y
metabolitos secundarios es solo funcional, por lo que la divergencia entre las
vias bioquimicas es difusa, y a veces un compuesto es considerado un

metabolito primario, pero por la accién de una sola enzima se convierte en lo
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que se considera un metabolito secundario. También hay compuestos
clasificados como metabolitos secundarios que cumplen funciones primarias

en las plantas (Valencia, 2013).

En relacion a lo expuesto anteriormente, se establece en sentido
amplio que un producto natural esta formado por todos los compuestos de la
Naturaleza y en un sentido mas restrictivo un producto natural sélo es un

metabolito secundario (Gutiérrez y Estévez, 2009).

Biosintesis de los metabolitos secundarios

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de
desarrollo de la planta y sus niveles constitutivos solo se incrementan como
parte de la respuesta al estrés abidtico o bidtico. Este aumento en los niveles
de metabolitos secundarios, es importante para la supervivencia de las
plantas, ya que su sintesis se deriva del metabolismo primario y porque
algunos compuestos son toxicos para la misma planta. Es asi como algunos
metabolitos secundarios constituyen una parte importante de la respuesta de
la defensa de las plantas sometidas a heridas y al ataque por parte de las
plagas (Sepulveda, Porta y Rocha, 2003).

La biogénesis de los metabolitos secundarios comienza con la
fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores, algas y algunas bacterias.
Es un proceso endotérmico que requiere de la luz solar. Aquellos organismos
incapaces de absorber la luz obtienen su energia de la degradacion de
carbohidratos. Existen tres intermediarios quimicos principales como son el
acetil-CoA, el acido shikimico y el acido mevaldnico, a partir de estos
compuestos se biosintetizan los principales grupos de metabolitos
secundarios como son los acidos grasos, antraquinonas, terpenos,

esteroides, alcaloides, cumarinas, lignanos, etc. Algunos esqueletos se
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sintetizan utilizando fragmentos que provienen de mas de una ruta especifica
tal es el caso de los flavonoides que se forman a partir de la ruta del acetato
y del acido shikimico, a estos compuestos se les denomina de biogénesis
mixta (Gutiérrez y Estévez, 2009).

Para realizar la sintesis de metabolitos secundarios la naturaleza
utiliza una serie de unidades basicas como material de construccion, éstos
pueden poseer un atomo de carbono, dos, cinco, agrupamientos de seis y
tres, de seis y dos, de cuatro atomos de carbono y uno de nitrégeno, etc. El
mas simple de los fragmentos (C4) se compone de un solo atomo de
carbono, normalmente en forma de metilo, frecuentemente unido a oxigeno,
nitrégeno y ocasionalmente a carbono. Deriva a partir de S-metil-Lmetionina.
La unidad de C; es aportada por acetil-CoA, y lo normal es que muchas de
estas unidades se encuentren formando parte de una cadena alquilica como
en los &cidos grasos o formando parte de fenoles. La cadena ramificada de
cinco atomos de carbono Cs (unidad de isopreno) se encuentra presente en
todos los productos derivados del mevalonato como son los terpenos y
esteroides. Las unidades de fenil-propano Cg-C3 derivan de L-fenilalanina o
de L-tirosina, dos de los aminoacidos derivados del acido shikimico. Es una
unidad esencial en la construccién de compuestos aromaticos como por
ejemplo los lignanos. A partir de ésta por pérdida de uno o dos atomos de
carbonos se obtienen otras dos unidades esenciales como son Cg-C, y Ce-
C4. Las unidades Cg-CoN, también son formadas a partir de L-fenilalanina o
L-tirosina, encontrandose presente en muchos alcaloides. Otras unidades
basicas que también se encuentran presentes en los alcaloides son C4N casi
siempre como sistemas pirrolidinicos y CsN en forma de anillos de piperidina
(Gutiérrez y Estévez, 2009).
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Clasificacion de los metabolitos secundarios

Para clasificar los metabolitos secundarios se han utilizado muchos
puntos de vista, aunque en todos ellos es inevitable la superposicion. Los
criterios clasificatorios de mayor aceptacién son: la estructura quimica, el
origen biogenético, la accién bioldgica y la actividad farmacoldgica (Pedrozo,
2004). Siguiendo la clasificacién de Taiz y Zeiger (2006), los metabolitos
secundarios se clasifican en: sustancias nitrogenadas, compuestos fendlicos

y terpenoides.

Sustancias nitrogenadas: Segun Pérez y Jiménez (2011), los
compuestos nitrogenados son principalmente los alcaloides y glucdsidos
cianogénicos. Los alcaloides son un diverso grupo de compuestos con cerca
de 4000 estructuras conocidas. Estos son fisiolégicamente activos en
humanos (cocaina, nicotina, morfina) y de gran interés para la industria
farmacologica. Los alcaloides presentan unos caracteres comunes que los
diferencian de los demas compuestos secundarios, pues son moléculas
organicas mas o menos complejas, de caracter basico, presentan uno o mas
atomos de nitrégeno formando parte de un heterociclo; se sintetizan de
aminoacidos o de sus derivados inmediatos y son sustancias con cierta
toxicidad, preferentemente activas sobre el sistema nervioso central (Azcon y
Talén, 2000).

Compuestos fendlicos: Los componentes fendlicos constituyen uno
de los grupos de micronutrientes presentes en el reino vegetal, que forman
parte importante de la dieta humana. Hoy en dia, existe un gran interés en el
estudio de estos metabolitos secundarios, debido a sus propiedades
antioxidantes, su participacién en procesos sensoriales de los alimentos

naturales y procesados, ademas de sus posibles aplicaciones benéficas para



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

la salud humana, tales como el tratamiento y prevenciéon del cancer,
enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio
(Porras y Lopez, 2009).

La presencia de compuestos fenolicos es una caracteristica de todos
los tejidos vegetales. Los fenoles son compuestos de estructura aromatica
con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos. Entre los polifenoles
vegetales, de los que actualmente se conocen mas de 8000, figuran las
quinonas fendlicas, las cumarinas, los lignanos, los estilbenos y los
flavonoides. Ademas de las estructuras monoméricas y diméricas, existen
importantes grupos de polimeros fendlicos, como las ligninas y los taninos.
También se encuentran unidades fendlicas entre los compuestos
nitrogenados, de los que un buen ejemplo es el aminoacido aromatico

tirosina (Azcon y Talén, 2000).

Terpenoides: los terpenos o terpenoides constituyen el grupo mas
numeroso de metabolitos secundarios (mas de 40000 moléculas diferentes).
La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos
primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Entre los metabolitos primarios se encuentran
hormonas (giberelinas, &acido abscisico y citoquininas), carotenoides,
clorofilas y plastoquinonas (fotosintesis), ubiquinonas (respiracién) vy
esteroles (de gran importancia en las estructuras de membranas). Suelen ser
insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de isopreno
(cinco atomos de carbono). Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por
dos rutas: la del acido mevaldnico, activa en el citosol, en la que tres
moléculas de acetil-CoA se condensan para formar acido mevaldnico que
reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o bien la ruta del
metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera también

IPP. Los terpenos constituyen uno de los tipos de compuestos volatiles
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mayoritarios en olores y en frutos (Sierra, Barros, Gomez, Mejia y Suarez,
2018).

EXTRACTOS VEGETALES

El término extraccion se refiere, a la separacion de sustancias
biolégicamente activas de los materiales inertes o inactivos de una planta
mediante la utilizacion de un disolvente seleccionado y de un proceso de
extraccion adecuado, donde generalmente se obtienen dos componentes; el
extracto (solucion extraida de un disolvente) y el residuo o bagazo (Valcarcel
y Gomez, 1988).

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida,
liquida o intermedia, derivados generalmente de material vegetal desecado,
se obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos
extractivos de origen vegetal. Los extractos segun su consistencia vy

concentracién de principio activo se clasifican en (Voigt, 1982):

Extractos fluidos: son extractos de drogas que, con la concentracion
prescrita de etanol, estan preparados de forma que una parte de droga
corresponde a una parte o dos partes del extracto fluido; teniendo en cuenta
que 85 partes de droga seca corresponden a 100 partes de planta fresca.

Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacién (Voigt, 1982).

Extractos secos: son aquellos que tienen una consistencia seca y
son facilmente pulverizables, se obtienen por evaporacion del disolvente y
desecacion del residuo. Los extractos secos no deben presentar un
contenido de humedad mayor del 5 %. Presentan una concentracion muy
superior de principio activo que la droga original, son preparados bastante

estables (aunque en ocasiones resultan higroscopicos) y de facil
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manipulacion; como liquido extractor se utiliza alcohol de diversa

concentracion y agua (Voigt, 1982).

Extractos blandos: poseen una concentracion de principio activo
superior a la de la droga original y tienen consistencia semisodlida. El
disolvente suele ser agua o mezclas hidroalcohdlicas. Los extractos blandos
son poco estables y resultan dificiles de manipular; por lo que su uso es
limitado (Voigt, 1982).

Crioextractos: se obtienen por molturacion de la droga vegetal
correctamente desecada, sometida a condiciones de congelacion (-196°C),
mediante inyeccion de nitrégeno liquido, de forma que los principios activos
no se ven alterados por la accion del calor desprendido en un proceso de
molturacion y que, dependiendo de la droga vegetal, puede llegar a ser hasta
70 °C. Los crioextractos resultan muy caros, pero son muy utiles para la
obtencién de proteinas y enzimas de ciertas especies (Castillo y Martinez,
2007).

Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion se basan en las diferentes solubilidades de
los diversos compuestos encontrados en el material vegetal, asi, para
sustancias de baja polaridad (lipidos) se utilizan como solventes el éter de
petréleo y cloroformo; para sustancias de mediana y alta polaridad el acetato
de etilo, el etanol y la acetona (Sierra y cols., 2018). Las principales técnicas

extractivas son:

Maceracion: este es un método de extraccion solido-liquido donde el
material vegetal que se pretende extraer contiene compuestos solubles en el

liquido de extraccion. La planta seca y molida se pone en contacto con el
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disolvente a temperatura ambiente, dejando la mezcla en reposo
(aproximadamente de 3 a 10 dias). Transcurrido el tiempo de maceracion, se
decanta el extracto y se elimina el residuo vegetal, es recomendable hacer

una segunda extraccién (Bonatti, 1991).

Percolacion: el material vegetal se coloca en una columna y esta en
contacto permanente con el disolvente que gotea por la parte inferior.
Constantemente es necesario agregar disolvente puro por la parte superior
de la columna, y asi lograr compensar la cantidad de disolvente que sale por

la parte inferior (Valcarcel y Gomez, 1988).

Lixiviaciéon: en este método de extraccion se produce el
desplazamiento de sustancias solubles por medio de un disolvente liquido,
este proceso se utiliza industrialmente para preparar elixires; el material
vegetal fresco se coloca en un recipiente a temperatura ambiente, durante 3
dias, con acetona o algun otro solvente o mezcla de solventes, sin ser
necesario cortar en trozos dicho material. Después de este tiempo se
decanta y se evapora la acetona en un rotavapor (se puede emplear otro

solvente o agua) (Walton y Brown, 1999).

Digestion: es una maceracion realizada a una temperatura suave que
oscila alrededor de los 50 o 60° C”. Al aumentar medianamente la
temperatura se consigue un mayor rendimiento de la extraccién, puesto que
disminuye la viscosidad del solvente lo que hace que éste pueda ingresar
mas rapidamente al interior de las células y asi extraer los principios activos
(Shelles, 1992). La digestién para evitar la pérdida del solvente por
evaporacion, se realiza con un refrigerante, por lo cual toma el nombre de

digestién a reflujo y se realiza a la temperatura de ebullicion del solvente

10
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extractor. En el caso de principios activos termolabiles, la digestidn se realiza

con solvente de bajo punto de ebulliciéon (Houghton y Raman, 1998).

Extraccion por Soxhlet: Es un método de extraccion equivalente a
una digestion y a una percolacién, es un sistema cerrado y que permite el
flujo de solvente en ciclos. Los equipos de Soxhlet constan de tres partes: un
reservorio de solvente en la parte interior, el cual es un balén donde se
coloca el solvente extractor y se somete a ebullicion. La segunda parte es un
soporte para el material vegetal el cual se coloca empaquetado en papel
filtro. Finalmente se tiene un refrigerante o condensador el cual recibe los
vapores de solvente que vienen desde el balon y los condensa para hacer
gotear el solvente sobre el material vegetal. Cuando el soporte que mantiene
el material vegetal se llena de solvente recién destilado, se activa
espontaneamente un sifén que hace que el extracto formado pase al balén
donde continua en ebullicion. Cada llenada de solvente en el soporte de
muestra es un ciclo, y pueden repetirse varios ciclos de extraccion hasta el

agotamiento de la muestra (Houghton y Raman, 1998).
ANALISIS FITOQUIMICO

Aunque las técnicas de analisis instrumentales modernas han desplazado
casi definitivamente el uso de las técnicas clasicas o convencionales
utilizadas para la identificacion de los metabolitos secundarios, para muchos
propositos se utilizan todavia los analisis fitoquimicos preliminares, también
conocidos como marchas fitoquimicas. Estos procedimientos analiticos se
han usado durante muchos afios, para tratar de identificar en un solo proceso
experimental y de manera preliminar en muestras vegetales, la presencia o
nd de diferentes metabolitos de interés farmacéutico como los alcaloides, los

esteroides, los compuestos fendlicos, los flavonoides, las quinonas, etc. Los

11
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mas usados utilizan una secuencia de procedimientos experimentales
relativamente simples, que incluyen técnicas como los ensayos de coloracion
con diferentes reactivos quimicos, los cuales permiten el reconocimiento
preliminar de diferentes sustancias naturales, y se fundamentan en las
propiedades acido-base, la solubilidad y la polaridad de las clases principales
de compuestos (Martinez, Valencia y Jiménez, 2004).

El estudio basado en una marcha fitoquimica consiste en efectuar una
extraccion (del material previamente colectado, secado y molido) que permita
obtener la mayor parte de los constituyentes quimicos (extracto total o crudo
o bruto). Por ello se debe utilizar un solvente universal que solubilice la
mayoria de los compuestos. Posteriormente el extracto total se fracciona
mediante un cambio de pH y particion con solvente de menor polaridad,
obteniéndose una serie de fracciones sobre las que se realizan ensayos que
permitiran obtener datos sobre los grupos fitoquimicos presentes (Palacios,
2013). A continuacion, se presentan algunas pruebas que permiten la

identificacion cualitativa de algunos metabolitos secundarios:

Prueba de Shinoda (flavonoides): los flavonoides al ser tratados con
mangnesio metalico (Mg*™) y acido clorhidrico concentrado (HCI) dan
complejos coloreados, dando lugar a diferentes coloraciones que dependen
de la estructura del flavonoide presente. En la reaccion de Shinoda, el Mg*2
metalico es oxidado por el HCI, dando como productos H; que es eliminado
como gas y el MgCl,, que es el que forma complejos con los flavonoides
dando coloraciones caracteristicas. Anaranjado para flavonas, rojo para
dihidroflavonas, rojo azulado para flavonoles, violeta para dihidroflavonoles y

xantonas (Rengifo, 2013).

Ensayo de Cloruro de Hierro (lll) para compuestos fendlicos: Los

fenoles dan prueba positiva en presencia de una solucion de FeCls, al

12
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cambiar el color de este que es amarillo-naranja a verde, violeta o pardo. El
ion cloruro ataca al hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura de
enlace y la union del grupo fendxido al Fe (formacion de un complejo)

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Prueba de gelatina (taninos): los taninos son polimeros de polifenoles,
sustancias de alto peso molecular, al estar en contacto con una solucion de
gelatina producen la precipitacion de las proteinas contenidas en la solucién
(Gonzalez, 2011).

Ensayo de Borntrager (quinonas): La naftoquinonas vy
antraquinonas libres al ser tratadas con la solucion de hidroxido de aménio
forman complejos de color rojo cereza. Esta reaccion es utilizada para la
deteccién directa de quinonas en los extractos vegetales (Tamayo, Verdecia
y Mojera 2011).

Ensayo de Hidroxido de Amonio (cumarinas): se basa en la apertura y
solubilizacion en medio basico. Las cumarinas se caracterizan por su intensa
absorcion de la region UV del espectro, las cuales al ser examinadas a la luz
ultravioleta presenta coloracion exaltada en presencia de amoniaco (Tamayo
y cols., 2011).

Ensayo de Mayer, Dragendorff y Wagner (alcaloides): Se fundamenta
generalmente en la combinacioén de los alcaloides con metales pesados. Se
llevan a cabo en solucién acuosa acida. Los reactivos mas utilizados para la
precipitacion de los alcaloides son acidos de elevado peso molecular como el
reactivo de Hager (solucion saturada de acido picrico en agua) y reactivos
yodados como Dragendorff (yodobismutato potasico, precipitado rojo-

naranja), Wagner (yodo/yoduro potasico, precipitado marrén-rojizo), Mayer
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(mercuriyoduro potasico, precipitado blanco-amarillento) y otros. La deteccién
de los alcaloides mediante estas reacciones de precipitacidon puede dar
falsos positivos y falsos negativos, por lo que conviene realizar varias

reacciones de deteccion para confirmar los resultados (Palacios, 2013).

Ensayo de Lieberman-Bourchard (triterpenos y/o esteroles): Permite
reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por
poseer ambos un nucleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo
B y en la posicion 5-6. Esta prueba colorimétrica utiliza una mezcla
compuesta acido sulfurico y anhidrido acético que producen sustancias
cromoforas con el ciclopentano perhidrofenantreno, por el incremento de los
dos dobles enlaces conjugados formados por la deshidratacion e
isomerizaciones en los terpenos y esteroides. Se considera positiva la
prueba cuando aparecen coloraciones rojas, verde o azul (Martinez, Valencia
y Jiménez, 2004).

ACEITES ESENCIALES

El término aceite esencial o esencia presenta muchas dificultades
cuando se busca un término que generalice este concepto. Existen
definiciones desde el punto de vista quimico, botanico y desde una
perspectiva industrial. Todas coinciden en aspectos tales como que son
insolubles en agua, que pertenecen al metabolismo secundario de las
plantas, que estan formadas por varios compuestos quimicos de estructura
diferente y que todas poseen en su composicién algun terpenoide (Ringuelet
y VifAa, 2013).

En general, se podria definir un aceite esencial como la fraccion
quimica de un vegetal que es arrastrada por vapor de agua, volatil, formada

mayoritariamente por compuestos de naturaleza terpenoide y que generan el
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olor caracteristico de ese vegetal. En su composicién también se encuentran
compuestos aromaticos derivados de fenoles, alcoholes simples, cetonas y
otras moléculas alifaticas. En ciertos ambientes industriales o técnicos se
diferencian los términos aceite esencial y esencia, dejando este ultimo
término para los productos de sintesis y el término aceite esencial para los
naturales, producidos por las plantas (Ringuelet y Vifa, 2013).

Segun Stashenko (2009), los aceites esenciales en las plantas pueden
encontrarse en las diferentes células oleiferas (jengibre, curcuma, vainilla),
en los canales secretorios (pino, artemisia, anis, angélica), estar presente en
las glandulas (citricos, eucaliptos) o en los tricomas (muchas plantas de las
familias Labiadas, Asteraceas, Solanaceas, Geraniaceas). El material vegetal
(planta aromatica), al ser sometido a extraccion, libera una mezcla odorifera
liquida (aceite esencial) de una gran variedad de sustancias volatiles, que
recuerdan el olor, en forma muy concentrada, de la misma planta. Esta
mezcla puede tener desde 50 hasta mas de 300 sustancias quimicas y esta
compuesta por hidrocarburos terpénicos, sus derivados oxigenados,
alcoholes, aldehidos y cetonas, asi como por éteres, ésteres, compuestos
fendlicos, fenilpropanoides y otros derivados.

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en
unas 60 familias de plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas,
Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. Los
aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos vy

saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Martinez, 1996).

Clasificacion de los aceites esenciales
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Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios:

consistencia, origen y naturaleza de los compuestos mayoritarios.

De acuerdo a su consistencia: los aceites esenciales se clasifican
en esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las Esencias fluidas son
liqguidos volatiles a temperatura ambiente. Los Baéalsamos son de
consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones
de polimerizacién, son ejemplos el balsamo de copaiba el balsamo del Peru,
Benjui, balsamo de Tolu, Estoraque, etc. Las Oleorresinas tienen el aroma
de las plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos
o sustancias semisdlidas (caucho, gutapercha, chicle, balata, oleorresina de

paprika, de pimienta negra, de clavero, etc.) (Martinez, 1996).

De acuerdo a su origen: los aceites esenciales se clasifican como
naturales, artificiales y sintéticas. Los naturales se obtienen directamente de
la planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a
su rendimiento tan bajo son muy costosas. Los artificiales se obtienen a
través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios
de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio y
jazmin enriquecidas con linalool, o la esencia de anis enriquecida con anetol.
Los aceites esenciales sintéticos como su nombre lo indica son los
producidos por la combinacidon de sus componentes los cuales son la
mayoria de las veces producidos por procesos de sintesis quimica. Estos son
mas economicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como
aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla, limén, fresa, etc.)
(Martinez, 1996).

Desde el punto de vista quimico: a pesar de su composicion

compleja con diferentes tipos de sustancias, los aceites esenciales se
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pueden clasificar de acuerdo con el tipo se sustancias que son los
componentes mayoritarios. Segun esto los aceites esenciales ricos en
monoterpenos se denominan aceites esenciales monoterpenoides (p.ej.
hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en sesquiterpenos son los
aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej copaiba, pino, junipero, etc.).
Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (p.ej.

clavo, canela, anis, etc.) (Martinez, 1996).

Métodos de obtencion de aceite esenciales
Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales

mediante varios métodos, a continuaciéon se presentan algunos de ellos:

Expresion: los métodos por expresion son utilizados casi
exclusivamente para la produccidn de aceites esenciales provenientes de
cascaras de citricos. En el mundo existe un destacado mercado de aceites
de limoén, naranja, bergamota, mandarina y otras especies. Se obtienen a
partir de las cascaras residuales en las industrias de jugos y concentrados.
En estas metodologias, aplicadas actualmente solo a gran escala, se utilizan
equipos que comprimen las cascaras para permitir la salida del aceite
presente en las glandulas de las mismas. Hay distintos equipos que pueden
procesar los frutos enteros o las cascaras solamente. En todos los casos se
obtiene una emulsion de aceite y agua, que debe separarse por
centrifugacion y/o decantacion. De esta manera no se trabaja con las altas
temperaturas presentes en los métodos antes citados y con ello se evita la
alteracion de componentes a veces minoritarios, pero que le otorgan el

agradable aroma al producto buscado (Ringuelet y Vifia, 2013).

Destilacion por arrastre con vapor de agua: este método es quizas

el mas antiguo y mas difundido, se usa en la actualidad para hierbas y frutos
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secos. En este proceso el vapor de agua se genera en un lugar separado del
material vegetal, se hace atravesar ese vapor por el material y asi se arrastra
el aceite volatil hasta un condensador, para recibir la mezcla liquida de agua
y de aceite esencial en recipientes adecuados o “separadores”, que por
diferencia de densidad permiten que se elimine el agua condensada y se

retenga el aceite extraido (Peredo, Palou y Lopez, 2009).

Hidrodestilacion: consiste en colocar el material vegetal en contacto
con el agua, se lleva a temperatura de ebullicion y los vapores generados se
condensan y reciben en un sistema separador que permite obtener el aceite
por ser inmiscible con el agua. Por este método en general se obtienen
aceites esenciales con baja calidad, ya que el largo tiempo de contacto entre
el vegetal y agua en ebullicion puede producir polimerizaciones de algunos
componentes = monoterpénicos, hidrélisis de ésteres valiosos como los
presentes en aceite esencial de lavandas y otras alteraciones no deseadas
(Ringuelet y Vina, 2013).

Extraccion con solventes volatiles: en este método la muestra seca
y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol, cloroformo,
etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también solubilizan y extraen
otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial
resulta costoso por el valor comercial de los solventes, porque se obtienen

esencias (Martinez, 1996).

Enfleurage: es un método antiguo de obtencion de aceites esenciales
que ha sido muy empleado sobre todo en la region de Grasse, al sur de
Francia. Se basa en el hecho de que las grasas absorben sustancias

aromaticas con facilidad. Este procedimiento se utiliza para flores cuyo
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contenido en aceite esencial es tan bajo que se queda en el agua de
destilacion, o bien que tienen un aceite esencial sensible al calor y también
para otras como el nardo o el jazmin que siguen produciendo aceite esencial
después de la recoleccion, en esta metodologia, la esencia se solubiliza en la
grasa que actua como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla
(concreto) de aceite esencial y grasa, la cual se separa posteriormente por
otros medios fisico-quimicos. En general, se recurre al agregado de alcohol
caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa
(insoluble) y el extracto aromatico (absoluto). Esta técnica se emplea para la
obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la hacen costosa
(Sierra y cols., 2018).

Extraccion con fluidos supercriticos: es de desarrollo mas reciente.
El material vegetal cortado en trozos pequenos, licuado o molido, se empaca
en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra
un liquido supercritico (por ejemplo, biéxido de carbono liquido), las esencias
son asi solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico que actua como
solvente extractor y se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar
la presion y temperatura ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura.
Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente
compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y
las bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian
quimicamente los componentes de la esencia, sin embargo, el equipo
requerido es relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta
presion y sistemas de extraccion también resistentes a las altas presiones
(Martinez, 1996).
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Extraccion por microondas: se coloca el material a procesar con un
solvente que no es afectado por las microondas, como el tolueno, hexano o
tetracloruro de carbono. Al aumentar la temperatura por efecto de las
microondas se rompen las estructuras que contienen el aceite, se libera éste,
se disuelve en el solvente y la mezcla gaseosa solvente-aceite se trata como
en los métodos tradicionales. Pueden completarse extracciones muy rapidas,
pero a un elevado costo si se realiza a escala industrial (Ringuelet y ViAa,
2013).

FAMILIA PIPERACEAE

Caracteristicas botanicas

La familia Piperaceae es una de las mas antiguas e importantes en
plantas, se encuentran en el grupo principal de Angiosperma, comprende
cinco géneros y un numero extenso de especies cerca de unas 3000-3600
(Plantlist, 2018; Nifio y Dorr, 2018).

Se caracterizan por ser hierbas, arbustos, subarbustos, arboles
pequefos; aromaticos con nudos prominentemente abultados; pueden
presentar hojas alternas, algunas veces opuestas o verticiladas, simples,
muy variables en forma y tamafo. Su fruto es carnoso que contiene varias
semillas (Baya) o presenta una sola semilla (Drupa) y sus flores pueden estar
unidas al eje de la inflorescencia (pedunculo) o estar situadas en la base de
la inflorescencia (bractea), no presenta pétalo. Su reproduccion puede ser
bisexual o unisexual, presenta inflorescencia de tipo espiga con raras
excepciones, terminal, axilares o frente a las hojas (figura 1) (Montero, 2017).
A nivel de la sistematica botanica, las Piperaceae estan ubicadas de la

siguiente manera (tabla 1).
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Tabla 1. Taxonomia de la familia Piperaceae

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta (Plantas vasculares)
Division Magnoliophyta (Planta con flores)
Spermatophyta

Sub-divisién
HD-aIvIS| (Planta con semilla)

Clase Magnoliopsida (Dicotyledonia)
Orden Piperales
Familia Piperaceae (Familia Pepper)

Tomado y modificado de http//www.tropicos.org

Figura 1. Ejemplar tipico de la familia Piperaceae

Hojas en espiral

" % m————pInfloresencia

Tallo libero-lefioso

Tomado de http://conabio.inaturalist.org/taxa/71604-Piperaceae
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Distribucion y habitat

La familia Piperaceae se distribuye por todo el trépico y subtropico del
planeta tal como se muestra en la figura 2, en el neotropico se encuentra
especialmente bien representada en los bosques andinos de media a baja
elevaciéon y es poco comun en la selva tropical de la Amazonia central; en
América del Sur se encuentran en Ecuador donde este se distribuyen
aproximadamente 4 géneros y 400 especies, en Argentina se cuenta con 2
geéneros y 30 especies aproximadamente, en Peru se encuentran 3 géneros
y alrededor de 830 especies, en Brasil hay 5 géneros y cerca de 500
especies, en Colombia existen cerca de 4 géneros y 2500 especies y en
Venezuela se encuentran 3 géneros y 272 especies, 82 de ellas endémicas
(Montero, 2017; Nifio y Dorr, 2018).

Figura 2. Distribucién geografica de la familia Piperaceae

1-9

10-99
I 100-999
M 1000 -9999
M 10000-99999
W 100000 +

Leyenda: Los puntos amarillos, naranja y rojo hacen referencia a la distribucién de

la familia Piperaceae a nivel mundial.
Tomado y modificado de https://www.tropicos.org/Name/42000020?tab=maps

Taxonomicamente la familia Piperaceae se encuentra compuesta por

mas de 3500 especies en 3 sub-familias de distribucion Pantropical y
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agrupadas en 5 géneros: Piper, Peperomia, Ottonia, Pothomorphe y Manekia
(Trujillo y Hoyos, 2013). Filogenéticamente se ubica en el orden Piperales
entre las Angiospermas Basales, segun el sistema de clasificacion APG Il
(APG, 2009). En Venezuela se encuentran los géneros Manekia Trel.,
Peperomia Ruiz & Pav. y Piper L., estudios fitoquimicos de ellas han
demostrado que muchos de sus metabolitos secundarios presentan una gran
variedad de actividades bioldgicas, la tabla 2 muestra las subfamilias que
componen actualmente la familia Piperaceae (Reigada y cols., 2007).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de las subfamilias que conforman

la familia Piperaceae

Subfamilia Géneros Numero de Distribucion
especies
Verhuellioideae Verhuellia Tres especies _Cuba_y
Hispaniola
. . Piper spp =1000 .
Piperoideae Peperomia >1000 Pantropical
China,
Indonesia y
. . Zippelia 1 Malasia
Zippelioideae Manekia 6 América
Central y Sur
América

Tomado y modificado de Wanke y cols., 2007.

Usos etnobotanicos

La familia Piperaceae ha sido de gran utilidad en la vida cotidiana, por
su importancia a nivel econémico, comercial y medicinal, podemos encontrar
que gran variedad de estas plantas cuenta con ciertas actividades como:
antiinflamatoria, antimicrobiana, antifungica, antitumoral, antiparasitaria,
anticancerigena, analgésica, hipotensora, insecticida. Adicionalmente, varias
especies de Piperaceae han presentado actividad contra protozoos del

geénero Leishmania sp y antiplasmodial (Reigada y cols., 2007; Mesa y cols.,

23



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

2012; Jara, 2013; Montero, 2017; Rodriguez y cols., 2018); cabe destacar
que en el ambito econdmico y comercial las especies del género Piper son
utilizadas como condimento por sus frutos aromaticos y picantes (P. nigrum),
debido a sus diversos usos, es considerada, bien tolerada por el hombre. Lo
cual se pone en evidencia que es una de las familias con mayor numero de
reportes en este tipo de actividad biolégica es la Piperaceae, esto las
convierte en una de las mas importantes para la busqueda de extractos o
compuestos que tengan aplicaciones en la solucion de problemas

fitosanitarios (Jara, 2013).

Componentes quimicos de la familia Piperaceae

Diversos estudios han mostrado que las fracciones volatiles de
diferentes géneros de la familia Piperaceae contienen principalmente
monoterpenos y sesquiterpenos; sin embargo, en algunas especies se
encuentran un alto contenido de derivados fenilpropanoides, amidas de tipo
piperidina, isobutilamina, y pirrolidina, lignanos, neolignanos, flavonoides,
kawalactonas, butendlidos y epdxidos del ciclohexano entre otros (Celis y
cols., 2008; Botias y cols., 2007).

GENERO PIPER

Caracteristicas botanicas

El género Piper esta conformado por aproximadamente 2000 especies, lo
que lo hace unico entre las Magnolita y uno de los mayores de las
Angiospermas basales. Son comunmente trepadoras, hierbas, arboles
pequefios o arbustos. Hojas simples, alternas, generalmente enteras,
menbranaceas, rara veces peltadas, penninervias o palmatinervias, glabras o

pudescentes con pelos simples o ramificados, superficie lisa o rugosa,
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algunas veces punteado-pelucidas o puntos glandulosos oscuros, presentes
sobre las hojas, peciolo o tallos jovenes; pecioladas, peciolo a veces alados
0 acanalados, nudos en los tallos generalmente engrosados; estipulas
ausentes o adnatas del peciolo. Influrescencias espigas solitarias y opuestas
a las hojas cilindricas o rara vez globosas con el apice esteril. Flores
pequefas hemafroditas, sésiles, sustenditas por una bractea glabra, pilosa o
fimbriada. Perianto ausente. Estabres 2-5, nibres; anteras dehiscentes
longitudinalesmente. Fruto sésil o pedicelado globoso, ovoide, obovoide,
obpiramidal, subcilindrico, a veces deprimido o comprimido; pericarpio liso o
papiloso-puberulento. Semilla con endospermo nuclear; embridon poco

diferenciado (Abreu y cols., 2012)

Distribucion geogréfica

El género Piper es ampliamente considerado uno de los mas diversos
de las Angiospermas basales, sus especies estan distribuidas a los largo de
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Quijano, Callejas y Miranda,
2006). Se distribuyen en 3 grandes regiones geograficas: Neotrépico (1300
sp), Asia tropical (600 sp) y al sur del Pacifico (100 sp) (Soltis, Soltis y
Chases, 1999; Jaramillo y Manos, 2001; Quijano Callejas y Miranda, 2006;
Trujillo y Hoyos, 2013).

La mayor abundancia y diversidad de especies de Piper se encuentran
en bosques humedos de zonas bajas en América Central y el norte de
Latinoamérica; en el continente sur americano se encuentran principalmente
en 5 areas: la Costa Pacifica de Colombia y Ecuador, el oeste de la
Amazonia del Peru y Ecuador, la Costa atlantica del Brasil, los Andes y
Oriente de Venezuela (Quijano, Callejas y Miranda, 2006; Ordaz y cols.,
2011; Montero, 2017). En Venezuela, se han identificado unas 150 especies

de Piper, un reciente estudio del afio 2018 segun Nifio y Door reportaron dos

25



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

nuevas especies la cuales fueron Piper sotobosquense y Piper calvarii las
cuales crecen en bosques andinos de la Cordillera de Mérida y se extiende

en su vertiente sur, hacia la gran Cuenca del Orinoco (Nifio y Dorr, 2018).

Actividad biologica

Las especies del género Piper son econdmica y ecolégicamente
importantes dentro de la familia Piperaceae, algunas presentan interés
etnobotanico (Colvard y cols., 2006; Cardona y cols., 2013), sus plantas son
reconocidas por el sistema médico ayurvédico indio por sus propiedades
medicinales y en medicina folclérica de América Latina y las Antillas (Parmar
y cols., 1997). En la tabla 3 se describe la actividad biolégica de algunas
especies del genero Piper.

Tabla 3. Actividad biolégica de algunas especies del genero Piper.

Extracto de la

Especies planta Actividad bioldgica Referencia
P. catripense
Extracto la fraccion
de acetato de etilo Antioxidante (Montero,2017)
de las hojas
P. daniel- Percolacion con Antiparasitaria contra
gonzalezii hexano v extracto amastigotes (Cardona y cols.,
etan(’)ligo de los intracelulares de 2013; Rodriguez y
tallos v hoias Leishmania cols., 2018)
yhojas. panamensis
P. holtonii Extracto etandlico Antilasmédica (Rojas, Garavito y
de las hojas P Rincon, 2013)
P. daniel- Extracto etandlico Antioxidante (Cardona y cols.,
gonzalezii de tallos y hojas 2013)
P. hispidum Extracto etandlico Anticanceriaena (Plazas y cols.,
de Inflorescencias 9 2008)

P. acutifolium

Aceites esenciales

P. carpunya I . (Salamanca 'y
P. callosum etan%l?gggagéoio'as Antimicrobiana Galiano, 2016)
P. amalago )
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Tabla 3. Actividad bioldgica de algunas especies del genero Piper

(Continuacion).

Especies Parte de la planta Actividad bioldgica Referencia

Extracto de Actividad contra sistema de

P. cloroformo de los cultivo celular y un sistema (Parmary
aborescens de leucemia linfocitica de cols., 1997)
tallos. .
P-388 en cultivo celular.
Extractos acuoso de (Reigada
P. hojas, tallos y espigas Antifungica cols 92007)/)
tuberculatum  maduras (con frutos y v
semillas)
(Reigada y
P. Extracto de metanol e
marginatum de hojas. Antifungica cols., 2007)
I Extracto etandlico de — (Navickiene,
P. hispidum las inflorescencias Antifingico 2000)
P. Extracto acuoso de an?ir:w?‘llgasall?c?r’io (Zakaira y
sarmentosum hojas ’ cols., 2010)

anticarcinogeno.

Componentes quimicos

La fitoquimica de diversas especies de Piper, han sido ampliamente
investigadas a nivel mundial, permitiendo conocer la presencia de un gran
numero de compuestos fisioldgicamente activos tales como alcaloides,
amidas, propenilfenoles, lignanos, neolignanos, terpenos, esteroides,
flavonoides, entre otros (Parmar y cols.,1997), reconociendo este género
como el que presenta la mayor cantidad de metabolitos secundarios. A

continuacion, se menciona algunos de los componentes identificados:
Alcaloides y amidas: Los alcaloides y las amidas del tipo

piperamidas son compuestos caracteristicos del género Piper y han

mostrado diversas actividades biolégicas (Marcano y Hasegawa, 2002; Jara,
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2013). Varios alcaloides y amidas (1-11) que han sido aislados hasta ahora

de las especies de Piper se muestran en la tabla 4 (Parmar y cols., 1997).

Tabla 4. Alcaloides y amidas reportados en especies del género Piper

Especies Compuestos Nombre Quimico

O OH

o
HO N Ad ida (1
P. aduncum H uncamida (1)
_0
= .
P. guayaramun ”)KQ Alatamida (2)

O
HO
P. attenuatum - O NH
P.boehimerifolium 0 _
P. hamiltonii ‘ Aristolalam Al (3)

P. longum O
<O
= =
P. futokadsura OD\/\/\/\H/ Futoamida (4)

0]
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Tabla 4. Alcaloides y amidas reportados en especies del género Piper

(Continuacion).

Especies Compuestos Nombre Quimico

H
P. auratacum éN))J\O N Auranamida (5)
i j 0]

Iz

P. sylvaticum acetato (7)
Y Aurantiamida

(6)R=H benzoatato (8)

(7)R=COCH;
(8) R=COPh

H © Aurantiamida (6)
. N\;IE OR Aurantiamida de
P. aurantiacum

) ) Cefaradiona A (9)
P. acutisleginum

P. argyrophylum
P. attenuatum
P. auritum o)
P. betle

P. wightii ~0 I Cefaranone B (10)

P. futokadsura
P. hancei
P. attenuatum 0

: 0
P.. guineense <O P A Gineensina (11)
Piper hancei 6 NY

P. longum "

P. nigrum

P. sylvaticum

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997.
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Fenilpropanos: son sustancias naturales ampliamente distribuidas en
las plantas caracterizados por un anillo aromatico unido a una cadena de 3
carbonos y derivados biosintéticamente del acido shikimico, la cadena lateral
puede presentar varios estados de oxidacién (grupos metilo, hidroxietileno,
aldehido y carboxilo) e insaturacion. El anillo aromatico generalmente esta
sustituido en los carbonos 3, 4 y 5, siendo estos sustituyentes grupos

hidroxilo, metoxilo o metiléndioxi, principalmente (Martinez, 2001).

Dentro del género Piper se han aislado fenilpropanoides (12-18), los
cuales han presentado actividad fungicida y antiparasitaria significativa. Entre
ellos destacan eugenol (16) que ha exhibido actividad antifungica y el safrol
(18) que muestra una fuerte actividad antimicrobiana; la mayoria de los
compuestos fenilpropanoides han reportado mostrar actividades
antimicrobianas (Parmar y cols., 1997; Jara, 2013; Rodriguez y cols., 2018).
En la tabla 5 se muestran varios fenilpropanoides aislados de diferentes

especies de Piper.

Tabla 5. Fenilpropanoides aislados de las especies de Piper

Especies Compuestos Nombre Quimico
P. argyrophylum H;C =
P. brachystachyum jg;(v Apiol (12)
e} OH
P. schmidtii -0

P.marginatum

=
P. marginatum /©/v Anetol (13)
H,CO
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Tabla 5. Fenilpropanoides aislados de las especies de Piper

(Continuacion).

Especies Compuestos Nombre Quimico

.. aduncum

. auritum HO
. banksii Elenicina
. guineense HO (24)

. lenticellosum
. marginatum

T U U TV TVTTDT

-

=
OH
=
. Estragol
. marginatum 15
HCO (15)

. auritum

=
. betle Eugenol
. cayalcantel HO (16)
. guineense OCH3
nigrum

U U U TUDO

.aduncum

. auritum H3CO = o
uineense Miristina

' margi 17)

. marginatum J

o]
-

U U U0UTUTDU

nigrum

.aduncum

. auritum

betle

. callosum

. cavalcantei o Z 331ng|
. guineense <O (18)
. hispidinervium

. marginatum

. nigrum

. sylvestre

U U U TUTUTUTUTUTUTDO

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997; Botias y cols., 2007; Jara, 2013; Montero,
2017; Rodriguez y cols., 2018.

31



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

Lignanos y neolignanos: estos metabolitos secundarios son
representativos de Piper; derivan biosintéticamente del acido cinamico por
acoplamiento oxidativo de dos unidades Cs-C3; dependiendo de los carbonos
que generen la union se hace la diferenciacion entre lignano y neolignano,
forman una familia de productos vegetales 6pticamente activos y poseen una
amplitud de actividades bioldgicas, se han aislado varios de estos
compuestos (19-24) de diferentes especies de Piper (tabla 6) (Parmar y cols.,
1997; Rukachaisirikul y cols., 2004).

Tabla 6. Lignanos y neolignanos aislados de algunas especies de Piper.

Especies Compuestos Nombre Quimico

O/

P. sumatranum Andamanicina (19)

. austrosinense
. brachystachyum
. clusii

. cubeba o H @O>
' %L::gﬁfnnse 0 % o Sesamina (20)
. < :@ AN

o)

. lowong

. peepuloides
. sylvaticum

. retrojiractum

TVTTUVTUVTTUVTTUTUTTUTTUTTUTTDO

P. longum
Kasurenona (21)
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Tabla 6. Lignanos y neolignanos aislados de algunas especies Piper

(Continuacion).

Especies Compuestos Nombre Quimico
o)
P. austrosinense O\ H @ > .
o o Fargesina
P. brachysrachyum H;CO Y 22)
P. longum D H o
H,CO
P. cubeba
P Lljineense N Conocorpan
O
HCQ  HG O3
P. cubeba _CH; .
. Cuneifolin
P. guineense HO .
o (24)

HO Gcn,

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997; Rukachaisirikul y cols., 2004 y Jara, 2013.

Terpenos: la mayoria de los terpenos que han sido aislados de las

especies de Piper (Parmar y cols., 1997) son monoterpenos (25-26) y

sesquiterpenos (27-30) derivados biosintéticamente del geranilpirofosfato
(GPP) y farnesilpirofosfato (FPP) respectivamente (Tabla 7) (Martinez, 2001).
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Tabla 7. Terpenos aislados de especies Piper.

Especies Compuestos Nombre Quimico
P. auritum
P. gaudichaudianum OH .
. Linalool
P. guineense |
. (25)
P. hostmannianum
P. marginatum
P. nigrum
P. argyrophylum
P. auritum
P. betle .
| Mirceno
P. cubeba (26)
P. guineense |
P. marginatum
P. nigrum
HOJ H
P. attenualum .
. | a-bisabolol
P. auritum 27)
P. nigrum
P. arboreumlatfolium _
P. cubeba Gernandreno D
P. guineense 0 (28)
P. kadsura
Piper falconeri
periaiconeri OH Nerolidol
Piper marginatum W (29)
Piper nigrum
Piper argyrophylum
Piper auritum -
.p Sesquisabineno
Piper cubeba (30)
Piper marginatum .
2

Piper nigrum

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997; Botias y cols., 2007; Jara, 2013; Montero,

2017; Rodriguez y cols., 2018.
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Esteroides y triterpenos: los esteroides son sustancias con el nucleo
ciclopentano-perhidrofenantreno que puede o no tener cadena lateral C-17,
asi como metilos C-10 y C-13, los triterpenos son los terpenos de 30
carbonos, son por lo general generados por la union cabeza- cabeza de dos
cadenas laterales de 15 carbonos, cada una de ella formadas por unidades
de isopreno unidas cabeza-cola (Marcano y Hasegawa, 2002). Algunos
esteroides (31-33) y triterpenos (34-36) aislados de diferentes especies de
Piper (Tabla 8).

Tabla 8. Esteroides vy triterpenos aislados de especies de Piper

Especies Compuestos Nombre
Quimico

Colestanol

: (31)
. aurantiacum

. aduncum

. acutisleginum
. amalago

. argyrophylum
. attenuatum

. aurantiacum

. auritum

. austrosinense
. betle

. brachystachyum
. callosum

. chiadoense

. nigrum

Sistosterol
(32)

HO

U U U T TUTUTUTUTUTUTUTUTDO
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Tabla 8. Esteroides vy triterpenos aislados de especies de Piper

(Continuacion).

Especie Compuesto Nombre
Quimico

B-sistosteril
P. betle palmitato
(33)

P. aurantiacum Epi-friedelanol

(34)
. Fridelina

P. aurantiacum (35)
B-aurina

P. amalgo (36)

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997
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Kavapironas: son compuestos de tipo a-pironas, (6-lactonas tienen
sustituyentes estiril y dihidroestiril), han sido principalmente aislados de P.
methysticum (37-42). Estudios previos muestran que poseen actividades
farmacologicas para el tratamiento de la ansiedad, tension nerviosa,
agitacién e insomnio. La actividad farmacoldgica se asocia con un grupo de
derivados o&-lactonas, denominados kavalactonas. Se creia que eran
marcadores quimiotaxondmicos de la P. methysticum, sin embargo, se han
encontrado también en P. sanctum (Tabla 9) (Parmar y cols., 1997; Dewick,
2002).

Tabla 9. Kavapironas asilados de especies Piper

Especies Compuestos Nombre Quimico
O/
Kawain
(37)
@]
R (37)R=R,=H Metisticina
=R,=
R (38)R+R,=0CH,0 (38)
P. methysticum
~ . .
@] Desmetoxiyangonina
P. sanctum Ra (39)
| 5-metoxi-5,6-
A , e
o "0 dehidromestiticina
R (40)
R . :
11-metoxiyangonina
(UOR R =OGH0:R,=OCH (1)
*tRe= 20;Ro= 3 ;
(41)R=R,=OCH;Ry=H Yangonin
(42)R=OCH3;R1=R2=H (42)

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997.
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Piperolidas: este tipo de metabolitos junto con las kavapironas son
exclusivos de la familia Piperaceae. Estos compuestos poseen en su
estructura un anillo lactonico de 5 miembros a-8 insaturado al grupo
carbonilo, son derivados del acido cinamico. Estos compuestos (43-46) son
marcadores quimiotaxonémicos de P. sanctum (Tabla 10) (Parmar y cols.,
1997; Mata y cols., 2004).

Tabla 10. Piperolidas aisladas del Piper sanctum

Especie Compuestos Nombre Quimico

OH
Oo— (-)-Treo-(32)-5-(2,3-dihidroxi-
1-metoxi-3-fenilpropilideno)-
4-metoxi-2-(5H)-furanona
07N (43)

Metilenodioxipiperolida
(44)

P. sanctum Piperolida

(44)R1+R,=0CH,0 (45)

(45) R1 =R2=H

7,8-Epoxipiperolida
(46)

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997.
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Flavonoides: los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el
geénero Piper (47-60), dentro de los principales tipos que se han aislado,
encontramos las flavonas (Tabla 11), flavanonas (Tabla 12) chalconas y
dihidrochalconas (Tabla 13). Su actividad biolégica es variada, ya que
presenta actividad antibacteriana, antifungica, destacandose su actividad
antioxidante por los grupos hidroxilo de tipo fendlico presentes en la mayoria

de sus estructuras (Masuoka y cols., 2003).

Tabla 11. Flavonas aisladas de algunas especies de Piper.

Especies Compuestos Nombre Quimico
OR,
o O ? ‘ Rs Isoquercitina
P. nigrum OR, q(47)
OH O

R1=R4=H; Ry=glicosil; R3=OH

Velutin
(48)

P. clakii

Marginatutosida
(49)

P. marginatum

OH O Vitexina

(49)R4=0OH; R,=0O-glucosil (50)

(50)R4=0OCHj3; R,=0-glucosil

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997
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Tabla 12. Flavononas aisladas de algunas especies de Piper

Especies Compuestos Nombre Quimico
Rs 5,7-Dihidroxiflavonona
(51)
, 6-Hidroxi-5,7-
P. hostmannianum : .
) dimetoxiflavonona (52)
P. steem 8-Hidroxi-5,7-
P. fadyenii OR; O . . ’
P. hispidum (51)R,=Ry=R,=R,=Rs=H dimetoxiflavonona (53)
. 51 1=R=R3=R,4=Rs= M e i _
P aduncum (52)R,=R.=Chly:R,=OH:R,=Rg=H 5 |.'|IdI'O-XI 7-metoxi-6,8
(53)R4=R3=CH3R,=Rs=H;R,=OH dimetilflavonona (54)
(54)R4=R5=H;R,=R3=R,=CHj, Pinostrobina (55)

(55)R1=R2=R4=R5=H;R3=CH3 :

(56)R1=Ry=R,=H:Rs=CHy:Rs=OH Sakuranetin (56)

(57)R4=R3=CH3;R,=Rs=H;R,=OCF 5,7,8-Trimetoxiflavonona
(57)

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997.

Tabla 13. Chalconas y dihidrochalconas aisladas de Piper aduncum

Especie Compuestos Nombre Quimico

Aduntin D
(58)

Piper aduncum

Aduntin E
(59)
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Tabla 13. Chalconas y dihidrochalconas aisladas de Piper aduncum

(Continuacion).

Especies Compuestos Nombre Quimico

Piper aduncum Asebogenin

(60)

OH O

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997.

Piper marginatum Jacq.

Caracteristicas botanicas

Piper marginatum Jacq., fue descrita por primera vez en 1781 por el
botanico holandés Nikolaus Joseph Von Jacquin, las caracteristicas
botanicas se registraron como arbusto o pequefio arbol de 1,5-5 m de alto,
hojas en forma de corazén, acuminadas, multivedadas y reticuladas, con un
peciolo marginal, ranurado y alado, flores solitarias y fruto globoso levemente
apiculado (Bru y Guzman, 2016; Biblioteca Digital, 2018). La clasificacion

taxonomica de la planta se presenta en la tabla 14.

Tabla 14. Clasificacion taxondmica de especie Piper marginatum Jacq.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta (plantas vasculares)
Division Magnoliophyta (Planta con flores)

Sub-divisién Spermatophyt_a (Planta con
semilla)

Clase Magnoliopsida (Dicotyledonia)
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Tabla 14. Clasificacion taxonémica de especie Piper
marginatum Jacq.
(Continuacion).

Orden Piperales

Familia Piperaceae (Familia Pepper)
Género Piper (pimientas)
Especie Piper marginatum

Tomado y modificado de

http://www.tropicos.org/ReferencePage.aspx?referenceid=100018301&tab=distribution

Distribucion geogréfica

Es una especie neotropical, localmente comun, de amplia distribucion;
crece, con preferencia, en sitios perturbados y expuestos, entre los 50-800
m.s.n.m. Se encuentra naturalmente por toda Centroamérica desde México,
se extiende por el Caribe hasta Colombia, Venezuela y Peru (Bru y Guzman,
2016; Biblioteca Digital, 2018).

En Venezuela se encuentra ampliamente distribuida en Anzoategui,
Aragua, Bolivar, Carabobo, Delta Amacuro, Falcén, Lara, Mérida, Miranda,
Portuguesa, Barinas, Sucre, Yaracuy, Zulia; principalmente en bosques
secos 0 humedos a través de todo el territorio nacional mayormente a
elevaciones mas bajas entre el nivel del mar y 800 metros, pero ascendiendo
en el nivel de bosques nublados de la cordillera costanera hasta 1300 metros
(Hokche, Berry y Huber, 2008; Lastres y cols., 2015).

En el estado Mérida se encuentra distribuida en el Municipio Campo
Elias, Municipio el Morro entre el Quind y la hacienda, 1250 m.s.m, distrito
Arzobisto Chacoén: rio Camburito, Santa Maria de Caparo 245 m.s.m, y

Canagua 1500 m.s.n.m. (Hokche y cols., 2008).
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Usos etnobotanicos

Piper marginatum es conocida con los vernaculos de «anisilloy,
«corazon de la Virgen», «cordoncillo» e «hinojo» (Biblioteca Digital, 2018).
Las comunidades indigenas en Centroamérica, las Antillas y Sudamérica
informaron repetidamente de usar P. marginatum Jacq., para el tratamiento
de una variada gama de enfermedades y dolencias. La planta se emplea de
forma recurrente, ya sea como una decoccion o infusién por sus efectos
ténicos, diuréticos y carminativos (Foungbe vy cols., 1976; Johnson, 1998; Di
Stasi y Hiruma-Lima, 2002; De Albuquerque y cols., 2007). También se usa
para tratar los calculos de vesicula biliar, enfermedades hepaticas (Pereira y
cols., 2011; Yukes y Balick, 2011), disenteria, hemostatico (Sequeda y cols.,
2015). En Centroamérica la especie se conoce como "Aniseto" y se emplea
como Infusion para el tratamiento de trastornos de la flatulencia, por su forma
similar al anis estrellado. Como analgésico es frecuente que se utilice para
aliviar dolor de muelas, dolores de cabeza y dolor causado por la picazén, y
como un analgésico general (Di Stasi y Hiruma-Lima, 2002; Pereira y cols.,
2011).

La raiz de esta planta es empleada tépicamente es utilizada como
cataplasma para aliviar el dolor de las extremidades o el abdomen higado
(Biblioteca Digital, 2018). La planta ha sido reportada para detener el
sangrado y también presenta actividad antibacteriana y antifungica (D"Angelo

y cols., 1997; Reigada y cols., 2007; Sequeda y cols., 2015).

Compuestos quimicos

Piper marginatum Jacq. presenta una fitoquimica de metabolitos
secundarios distinta con otras especies Piper. Por ejemplo, es la unica
especie del género Piper que contiene anetol (13), estragole (15), isoeugenol
metil éter (61), acidos 3-farnesil-4-hidroxibenzoico (62) y 3-farnesil-4-

metoxibenzoico (63) (Parmar y cols., 1997). Gran parte de las actividades
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biolégicas reportadas por el aceite esencial de esta especie se atribuye a la
abundancia de compuestos terpenoides y bencenoides (Andrade y cols.,
2008). De acuerdo a los estudios fitoquimicos realizados se han reportado

una gran diversidad de metabolitos secundarios (64-73) (figura 3).

Figura 3. Componentes quimicos de Piper marginatum Jacq.

OH
Hscojg/v/
H,CO P P
COOH
Isoeugenol metil éter Acido 3-farnesil-4-hidroxibenzoico
(61) (62)
OCHjs H
H
= = |
COOH
Acido 3-farnesil-4-metoxibenzoico Zingibereno
(63) (64)
=
H3CO
OCH;,

Alfa-elemol
(65)

Eugemol metil éter
(66)
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Figura 3. Componentes quimicos de Piper marginatum Jacq.
(Continuacion).

(@) OH
Q/VLD HOD)VNHQ
. . . . . HO
innamoil pirrolidida catecolamina noradrenalina
(67) (68)

O]

H,CO
O
RO ‘ o)
: A
H
R= CHj Aristolactan cefaranona B

(69) (E,E)-N-isobutil-2,4-octadienamida
R=H Piperolactam A (71)

(70)
OR,

OH O
R4=CHs, R,= 5,4-dihidroxi-7-metoxiflavonona
(72)
R4=H, R,= CH; 5,4-dihidroxi-4-metoxiflavonona
(73)

Tomado y modificado de Parmar y cols., 1997; Jamarillo y cols., 2015; Bru y Guzman, 2016;

Rodriguez y cols., 2018.

Actividad biolégica

La mayoria de los estudios que evaluan los aspectos biolégicos y
farmacoldgicos de las propiedades de P. marginatum se han centrado en el
aceite esencial (AE) de sus partes aereas. En relacién con el estudio del

aceite esencial de las hojas, este ha presentado una baja actividad
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antimicrobiana frente a las cepas en estudio como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y la
levadura Candida albicans., siendo asi las concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) de 400-800 ug/mL para E. coli y S. aureus. Los CMIs de
P. aeruginosa y C. albicans fue 800-1600 ug/mL vy finalmente E. faecalis un
CMI mayor a 6400 pg/mL (Duarte y cols., 2007; Guaman y Jaramillo, 2018).
Asimismo se encontrd un valor de CMI menor (120 ug/mL) contra la bacteria
fitopatogena Xanthomonas albilineans (Sanchez y cols., 2012). Tambien, el
AE de las hojas se examind para determinar la inhibicién fungica contra
Alternaria solanii y Fusarium oxysporum, mostrando una actividad moderada
en los ensayos de difusion en disco con una CMI de 500 pg/mL (Dos Santos
y cols., 2011; Duarte y cols., 2013). Ademas, tanto el AE como el extracto
etandlico de P. marginatum mostré ser inactivo contra Candida albicans con
valores de CMI superiores a 2000 pg/mL (Duarte y cols., 2005).

Por otra parte, los aceites esenciales obtenidos de las hojas, tallos y
flores fueron probados contra el mosquito Aedes aegypti, y se encontréo que
son unos potentes larvicidas (LCsy que varia de 19,9 a 23,8 g/mL) siendo el
AE del tallo y las flores ligeramente mas activos que el AE de las hojas
(Autran y cols., 2009).

De modo similiar, el AE de P. marginatum de las Provincias de
Turbaco y Acandi de Colombia mostraron una actividad antioxidante (DPPH)
significativa con un valor de concentracion inhibitoria media (ICsp) entre 1,2 y
1,5 pg/mL lo que representa una actividad del 73,7% y 90,0%,
respectivamente; mientras que el acido ascérbico de control mostré una valor
de IC5o de 1,0 pg/mL con un 97,0% (Jaramillo-Colorado y cols., 2015).

Tanto las hojas como la raiz de P. marginatum recolectadas en Yutaje,
Venezuela se extrajeron con etanol y los extractos obtenidos se probaron
para determinar su citotoxicidad contra una coleccion de lineas celulares

cancerosas. El extracto de las hojas fue activo contra la linea de carcinoma
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de colon humano HT-29 con una inhibicion del cremiento celular medio (Glsp)
de 55 pg/mL pero inactivo contra las otras lineas de cancer, mientras que el
extracto de raiz se encontrd activo contra el carcinoma pancreatico humano
PANC-1 (Glsg 65 pg/mL), y moderadamente activo contra las lineas celulares
de carcinoma HT-29 de colén (Glsg 298 pg/mL) y de pulmdn A549 (Gls, 240
pg/mL) (Villasmil y cols., 2006).

SAFROL

El safrol (18) es un alilbbenceno natural de baja polaridad, de
distribucion amplia en el reino vegetal, es encontrado, en especies de las
familias Aristolochiaceae, Lauraceae y Piperaceae (Costa, 2000).

Este producto natural se presenta especialmente en el aceite de
sasafras con un 80 % de abundancia, se ha utilizado durante mucho tiempo
para tratamiento de algunas enfermedades como la gripe, problemas de
digestion, estomago y artritis. Algunos derivados de safrol como la
heliotropina preparada por oxidacion de isosafrol constituye un perfume
utilizado ampliamente en la industria cosmética (Van Loc y Van Sung, 2007).

El hallazgo de la heliotropina o piperonal (75), facilmente sintetizada a
partir de safrol (18) e isosafrol (74) (Figura 4), ha permitido la sintesis de
moléculas organicas complejas que han expandido su valor y su aplicacion
industrial. El safrol, puede usarse como material de partida de sintesis de
varios compuestos biolégicamente activos como la cinoxacina (76), tadalafil
(77) y levodopa (78), utilizados como antibacteriano, en el tratamiento de la
disfuncion eréctil y de la enfermedad de Parkinson, respectivamente. El
piperonal también se utiliza en la sintesis de drogas ilicitas como la 3,4-

metilendioxi-N-metilafetamina (MDMA, éxtasis, 79, Figura 5).
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Figura 4. Hemisintesis del piperonal

H

o % o) X o o)
( KOH 3N/ BuOH < 1. 0,/03 AcOH 0°C <
o) o) o)

2.7Zn, AcOH 0°c

Safrol Isosafrol Piperonal
(18) (74) (75)

Tomado y modificado de Lima, 2015.

Figura 5. Derivados hemisintéticos de la Heliotropina

o O
<O 7~ OH
(0] N’N
H3C)
cinoxacina tadalafil
(76) (77)
o) o CH,
HO OH <OMCH3
HO NH;
levodopa 3,4- metilendioxi-N-metilafetamina
(78) (79)

Tomado y modificado de Lima, 2015.

Se han realizado varios intentos para identificar fuentes naturales de
safrol. Entre ellas, emergen las Piperaceae como una alternativa
prometedora, Yunker en 1972, reportdé que Piper hispidinervium (conocido

como pimienta larga) es una planta rica en safrol, distribuida en toda América
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del Sur y endémica en el estado de Acre en Brasil. Otras especies de Piper
(P. divaricatum P. nigrum, P. callosum y P. aduncum) también se consideran
una eventual fuente sostenible de safrol (Rocha y Ming, 1999; Barbosa y
cols., 2012).

En tal sentido, la biogénesis propuesta para la formacién de safrol en
las plantas, involucra la condensacion de eritrosa 4-fosfato con
fosfoenolpiruvato, adicionalmente, proveniente de la ruta del acido shikimico

(Esquema 1) (Vizcaino, 2013; Dewick, 2002).

Esquema 1. Biogénesis del safrol

COOH COOH COOH COOCH
ADP
N FEP CH, /\CHz
)K O)KCHOOH
HO OH PO OH PO ¢) CHOOH Q
OH OH OH OH
acido shikimico acido corismico
I IKImMi
j COOH
COOH COOH COOH o
NH HOOC
- 2 o -3H
PAL transaminacion
-H,O
€0, OH

acido cinamico

Oy
NADPH|

COOH

acido p-coumarico

Fenilalanina acido fenilpiruvico

COCH COOH

=
= H?)
SAM O, HO-HyC_
E— — =
HO H3CO NADPH OH
OH OH

acido cafeico acido ferrulico

acido prefenico

COOH

O

COOH HOOC
=
=
NADP ~
5 R
° ° -
-0 -0 H

safrol (18)

Tomado y modificado de Martinez, 2001; Dewick, 2002.
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Actividad biol6gica del safrol y sus derivados

La peculiar reactividad del safrol ha permitido la modificacidén selectiva
de cada grupo funcional que compone su estructura, convirtiéndolo en una
materia prima atractiva para la sintesis de varios compuestos biologicos.
Desde el punto de vista medicinal, el 1,3-benzodioxol es un bidforo versatil,
que puede ser reconocido por diferentes biorreceptores, a través de enlaces
de hidrogeno y/o interaccion hidrofdbica. Estas caracteristicas hacen del
sistema 1,3-benzodioxol un fragmento molecular o andamio comun en la
estructura de varios compuestos sintéticos bioactivos, como se presenta a

continuacion en los siguientes ejemplos (Lima, 2015):

El GYKI 53784 (80) es un antagonista selectivo y no competitivo de los
receptores alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiona (AMPA),
perteneciente a la clase de 2,3-benzodiacepinas que contiene el nucleo de
benzodioxol. Se considera un candidato a farmaco lider para el tratamiento
de epilepsia, esquizofrenia y neurotrastornos degenerativos. Considerando
que la interaccion con el receptor AMPA permite que los antagonistas sirvan
terapéuticamente como anticonvulsivantes y neuroprotectores utiles, varias
metilendioxi-benzodiazepinonas han sido descritas como promesa
neuroactiva (Ruel, Guitton y Puel, 2002). Entre ellas, el metilenedioxi-
benzodiazepinona (81) resalta con 1Cs = 2,7 uyM y buena actividad
anticonvulsiva medida in vivo. El papel central de andamio de benzodioxol o
subunidad de metilendioxifenilo en la actividad del compuesto (81) fue
establecida por el intento de reemplazar este resto por una subunidad de
dimetoxifenilo, lo que resultd en el compuesto analogo dimetoxifenil (82)
(Figura 6) con gran disminucién actividad antagonista con el receptor de
AMPA (Wang y cols., 1998).
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Figura 6. Antagonistas de receptores AMPA

CHs HaC
o)

NH
o)
/
HsC

GYKI 53784 metilenedioxi- dimetoxifenil-
benzodiazepinona benzodiazepinona
(80) (81) (82)

Tomado y modificado de Wang y cols., 1998

Por otra parte, la unidad de metilendioxi, presente en safrol, puede
identificarse en los agentes antitumorales clinicos etopdsido (83) y tenipésido
(84) resaltando la importancia de este nucleo en el safrol (figura 7) (Lima,

Peixoto da Silva, De Souza, Araujo y Brondani, 2004).

Figura 7. Agentes antitumorales clinicos

Etopdsido (83) Tenipoésido (84)

Tomado y modificado de Lima, Peixoto Da Silva, De Souza, Araujo y Brondani, 2004.
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Asimismo, Madrid y cols (2011) sintetizaron catecoles a partir de safrol
(Tabla 19) y evaluaron los efectos antiproliferativos utilizando diferentes
lineas celulares humanas. Los derivados 4-alilbenceno-1,2-diol (85), 4 4- [3-
(acetiloxi) propil] -1,2-fenilendiacetato (86) y el diacetato de 4-[3-(acetiloxi)
propil] -5-nitro-1,2-fenileno (87) (figura 8) mostraron mayor citotoxicidad que
el compuesto original en pruebas realizadas en dos lineas celulares de
cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231). Los valores ICsg de 40,2 £ 6,9 uM,
5,9 + 0,8 yM y se obtuvieron 33,8 £ 4,9 uM, respectivamente, sin toxicidad

para fibroblastos dérmicos humanos (células DHF).

Figura 8. Catecoles bioactivos derivados del safrol

HO;@/\\\ Ac\ Ac\
o) _Ac o) _Ac
(0] (/) NO
C

Al A
4-alilbenceno- 4 4- [3- (acetiloxi) propil] -  diacetato de 4- [3- (acetiloxi)
1,2-diol 1,2-fenilendiacetato propil] -5-nitro-1,2-fenileno
(85) (86) (87)

Tomado y modificado de Madrid y cols., 2011.

De igual modo, se han obtenido derivados con actividad analgésica a
partir del safrol, en tal sentido, Lima y cols (2011), sintetizaron nuevas series
de compuestos antinociceptivos pertenecientes a la clase N-acil-aril-
hidrazonas (NAH) a partir del safrol y reportan que el derivado [(4'-N, N-
dimetilaminobenciliden-3-(3', 4'-metilendioxifenilo)-propionilhidrazina] (88,
figura 9) fue mas potente que la dipirona y la indometacina usados como

estandar.
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Figura 9. Derivado del safrol con actividad analgésica

(@]
(@) N/N\ H
H
<OW é

[(4'-N, N-dimetilaminobenciliden-3- (3 ', 4'-metilendioxifenilo) -
propionilhidrazina]
(83)

Tomado y modificado de Lima y cols., 2011

Adicionalmente, también ha sido reportada la sintesis a partir del safrol
de moléculas analogas estructuralmente a la ampakina CX-516 (89),
medicamento utilizado para tratar la enfermedad de Alzehimer, asi los
compuestos (90-96, figura 10) mostraron inhibicion in vitro contra las enzimas
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa incrementando la memoria en
mamiferos, siendo este estudio una aproximacion directa a un estudio clinico
para explorar las probabilidades de convertirse en medicamentos para tratar
la enfermedad de Alzehimer y otras relacionadas como la enfermedad de
Parkinson y la depresion (Cobar, 2008).

Figura 10. Analogos de la ampakina CX-516 a partir del safrol

NS ° H CH
N—~ 3
[ ~ I\O <O \(Y
N O—-N
(0]
O

ampakina CX-516 N-(5-metilisoxazol-3-yl)-1,3-
benzodioxol-5-carboxamida
(89) (90)
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Figura 10. Analogos de la ampakina CX-516 a partir del safrol

(Continuacion).

et s e
O

Ono
N-(2-hidroxi-4-metil-fenil) [benzo]- N-(3-metilisoxazol-5-yl)-1,3-
[1,3]-dioxol-5-carboxamida benzodioxol-5-carboxamida
(91) (92)
@] CH3 NH
SN Y ()
0 <o N
OHo 5
N-(2-hidroxi-5-metil-fenil) [benzo]- [benzo]-[1,3]-dioxol-5-yl-(piperazin-1-
[1,3]-dioxol-5-carboxamida yl)-metanona
(93) (94)
OH HsC H
H:aC\O H 3 b:©/\WN /N\o
SOR - 5L
HsC CHs H3C CHs
2-(3,4-dimetoxifenil-N-(2-hidroxi-5- 2-(3,4-dimetoxifenil-N-(5-
metil-fenil)-acetamida metilisoxazol-3-yl)-acetamida
(95) (96)

- Tomado y modificado de Cobar, 2008

METODOS CROMATOGRAFICOS

Los métodos cromatograficos se fundamentan en la separacién de
diferentes componentes de una mezcla, esto se logra a través del paso de
una muestra por una fase estacionaria con la ayuda de la fase movil, cada

componente de la mezcla tiene propiedades particulares que permitira su
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interaccion en forma diferente entre la fase estacionaria y mdvil, de esta
forma cada componente se retrasa en forma particular, las caracteristicas de
la fase estacionaria y mévil y la longitud de la columna deben ser adecuadas
para una separacion completa de todos los componentes de la muestra. En
tal sentido las técnicas cromatograficas se pueden clasificar de la siguiente
manera (Ettre, 1993; Sgariglia, Soberdén, Sampietro y Vattuone, 2010;
Braithwaite y Smith, 1999):

Segun la naturaleza de la fase estacionariay de la fase movil

Cromatografia de liquidos (CL): Es una técnica de separacién en la
que la fase movil es un liquido. La cromatografia de liquidos se puede
realizar tanto en columna como en plano. Se divide en:

e Cromatografia liquido-solido (CL-S): La fase estacionaria es un

sélido y la mévil un liquido.

e Cromatografia liquido-liquido (CL-L): La fase estacionaria es un

liquido anclado a un soporte sdlido.

Cromatografia de gases (CG): Es una técnica de separaciéon en la
que la fase movil es un gas. La cromatografia de gases se lleva a cabo
siempre en columna. Se divide en:

e Cromatografia gas-solido (CG-S): La fase estacionaria es un

solido y la movil un gas.

e Cromatografia gas-liquido (CG-L): La fase estacionaria es un

liquido no volatil impregnado en un sélido y la fase movil es un gas.
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Segun el tipo de interaccion
Dependiendo de las interacciones que se establecen entre los componentes
de la mezcla y la fase mdvil y estacionaria los métodos cromatograficos se

pueden clasificar en:

Cromatografia de adsorcion: La fase estacionaria es un sélido polar
capaz de adsorber a los componentes de la mezcla mediante interacciones

de tipo polar.

Cromatografia de particion: La separacion se basa en las diferencias
de solubilidad de los componentes de la mezcla en las fases estacionaria y

movil, que son ambas liquidas.

Cromatografia de intercambio iénico: La fase estacionaria es un
sélido que lleva anclados grupos funcionales ionizables cuya carga se puede

intercambiar por aquellos iones presentes en la fase movil.

Cromatografia de exclusion: La separacibn se basa
fundamentalmente en efectos de exclusién, tales como diferencias en el
tamafio de las moléculas y /o en su forma o en su carga. El término
cromatografia de exclusion por tamafo, se puede utilizar cuando la
separacion se basa en el tamafio molecular. Los términos cromatografia de
filtracion sobre gel o permeacion sobre gel (CPG), se han utilizado con
anterioridad para describir este proceso cuando la fase estacionaria es un gel

hinchado.

Segun la naturaleza del soporte en el que se aloja la fase estacionaria
Cromatografia en columna: Es una técnica de separacion en la que

el lecho estacionario esta dentro de un tubo. Las particulas de la fase
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estacionaria sélida, o del soporte recubierto con la fase estacionaria liquida,
pueden llenar el volumen interno del tubo (columna rellena), o concentrarse
sobre o a lo largo de la pared interna del tubo, dejando un camino abierto sin
restriccion, en la parte media, por el que circula la fase moévil (columna
abierta).

Cromatografia plana: Es una técnica de separacion en la que la fase
estacionaria es un plano o esta sobre un plano. Este plano puede ser un
papel utilizado como tal, o impregnado con una sustancia a modo de lecho
estacionario (cromatografia en papel, CP), o bien una capa de particulas
sélidas que recubren un soporte, como por ejemplo una placa de vidrio
(cromatografia en capa fina, CCF).

METODOS ESPECTROSCOPICOS

La espectroscopia es el estudio de la interaccion de la luz con los
atomos y las moléculas, lo cual permite medir la cantidad de radiacién que
absorbe una sustancia a diferentes longitudes de onda, proporcionando
informacion sobre la naturaleza de los grupos funcionales, estructura del
esqueleto carbonado, peso molecular, entre otros (Albornoz, 1980).

La energia absorbida por las moléculas puede provocar en los atomos
varios tipos de excitacion: traslacién, rotacion, vibracion, todo depende de la
radiacidon aplicada de acuerdo a esto las técnicas espectroscopicas pueden

clasificarse en (Albornoz, 1980):

Espectroscopia Infrarrojo: Es una técnica que permite identificar
grupos funcionales presentes en una molécula, en base a la longitud de onda
de absorcion, caracteristica de cada grupo funcional. Mide los cambios en las

vibraciones de tension y flexion que ocurre cuando una molécula absorbe
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energia electromagnética de la frecuencia infrarrojo. La regién del infrarrojo
esta situada entre la zona de microondas y la luz visible, comprende la region
IR cercano (14290 cm™), la regién del IR fundamental (4000-600 cm™) y la
region del IR lejano (600-200cm™) (Bellamy, 1975).

Espectroscopia Ultravioleta: Esta técnica mide las transiciones
electronicas de los atomos en las moléculas. Es decir, cuando se hace pasar
un haz de radiacion electromagnética de la region ultravioleta, a través de
una sustancia, la energia absorbida por las moléculas produce transiciones
de los electrones de valencia entre dos niveles de energia diferentes,
provocando la promocién de un electron de un orbital molecular ocupado de
baja energia, aun orbital molecular vacio de alta energia. La region
ultravioleta comprende la region ultravioleta lejano con longitudes de onda
menores a 200nm, y el ultravioleta cercano que van de 200 a 400 nm, esta

ultima es la region de mayor interés (Albornoz, 1980).

Espectrometria de masas: Este método se fundamenta en la
fragmentacion que se produce cuando un compuesto organico se expone a
una corriente de electrones de alta energia produciendo fragmentos con
cargas positivas que son separados por el campo magnético y registrados en
el espectro de masas segun la unidad de masa por el numero de cargas
positivas. El proceso de la espectrometria de masas comprende basicamente

cuatro etapas (Davies, 1990):

o lonizacion de la muestra.

e Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.

o Dispersién de los iones segun su masal/carga.

e Deteccién de los iones y produccion de la correspondiente sefal

eléctrica.
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Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear: La espectroscopia
de RMN es un método basado en la absorcién de energia por cambio del
espin nuclear de atomos sometidos a un campo magnético externo. El
analisis del espectro de RMN ofrece evidencias sobre las caracteristicas de
los nucleos que conforman una molécula, puede utilizarse solo para estudiar
nucleos atdmicos con un numero impar de protones o neutrones (0 ambos) y
los mas frecuentemente analizados son 'H, "*C, "N, *F, 3'P, siendo los dos

primeros utilizados en el analisis de rutina (Sanders y Hunter, 1993).
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante se define como la capacidad de una
sustancia para inhibir la degradacion oxidativa. Varios mecanismos creen
que su principal modo de accion esta relacionado con la alta reactividad
hacia radicales libres. Sin embargo, debe distinguirse entre capacidad
antioxidante y reactividad. Mientras que la capacidad antioxidante da
informacién acerca de la duracion del efecto antioxidante, la reactividad
caracteriza solo la dinamica de inicio del efecto antioxidante a una
concentracion fija de compuesto. La actividad antioxidante estad determinada
por la reactividad quimica del antioxidante, la capacidad del antioxidante para
acceder hasta el sitio de reaccion y la estabilidad de los productos formados

después del proceso de estabilizacion de radicales libres (Londofio, 2004).

Radicales Libres

Los radicales libres se definen como cualquier especie quimica capaz
de existir de forma independiente y que presenta uno o mas electrones
desapareados en su estructura, por lo tanto, son altamente reactivos;
también son conocidos como especies reactivas del oxigeno (ERO) y

especies reactivas del nitrogeno (ERN). A bajas concentraciones son
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necesarios para el buen funcionamiento celular pueden actuar como segun
dos mensajeros estimulando la proliferacion celular y/o actuando como
mediadores para la activacion de las células, sin embargo, un exceso de los
mismos puede acumularse hasta niveles toxicos dando como resultado que
se produzcan diversas acciones sobre el metabolismo primario, que pueden
producir dano oxidativo de macromoléculas biolégicas como el ADN, lipidos,
carbohidratos y proteinas. Estos participan en los mecanismos
fisiopatolégicos de muchas enfermedades, tales como: cancer, diabetes,
patologias cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias
gastroentéricas, afecciones broncopulmonares o] procesos
neurodegenerativos. También estan implicados en procesos fisiologicos
como el envejecimiento, el dafo causado por el ejercicio fisico agotador y
otros (Valko, Leibfritz, Moncola, Cronin, Mazura y Telser, 2007).

Los dafios que los radicales libres pueden ocasionar en las células
son: destruccion de las proteinas de la membrana ocasionando la pérdida de
la identidad de la célula, fusion de los lipidos (grasas) y las proteinas de la
membrana, endureciéndola, haciéndola mas fragil y quebradiza, puncion de
la membrana celular permitiendo que las bacterias y virus puedan penetrar
facilmente, ruptura de la membrana nuclear abriendo el nucleo y dejandolo
expuesto al material genético, mutacién y destrucciéon del material genético,
reimprimiendo y destruyendo la anterior informacion genética, y amenaza al
sistema inmunologico mediante la debilitacion de las células inmunes debido
a tales dafos. Como resultado, el dafno de los radicales libres se ha
relacionado con diferentes procesos patolégicos, como la ateroesclerosis,
cancer, catarata senil, insuficiencia renal aguda y crénica, diabetes mellitus,
hipertension arterial, cirrosis, insuficiencia hepatica y hepatopatia alcohdlica
distrofia muscular, artritis e inflamacion, enfisema pulmonar e incluso el

mismo proceso de envejecimiento (Rueda, 2010).
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Los radicales libres no son completamente dafinos, ya que nuestro
propio organismo los fabrica en cantidades moderadas para luchar contra
bacterias y virus. Los radicales libres producidos por el cuerpo para llevar a
cabo determinadas funciones son neutralizados facilmente por nuestro propio
sistema antioxidante. El problema para nuestras células se produce cuando
se da un exceso sostenido de radicales libres en nuestro sistema, a través de
los afos, situacion en la cual nuestro sistema antioxidante requiere de los
antioxidantes de la dieta. El incremento de los radicales libres por encima de
la cantidad de sustancias antioxidantes, conduce al estrés oxidativo, lo que

produce dafio celular (Pereira y cols., 2012).

Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la
oxidacion de otras moléculas inhabilitando la iniciacién y/o propagacion de
las reacciones en cadena de los radicales libres. Podemos distinguir dos
categorias: sintéticos y naturales. Los primeros son compuestos de
estructuras fendlicas con varios grados de sustitucion alquilica, mientras que
los segundos pueden ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides vy
acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la
clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides (Pastene, 2009)

Hay diferentes grupos de antioxidantes los cuales tienen una funcion
principal en las células, protegiéndolas tanto en el exterior (extra-celular)
como en el interior (intra-celular) dado que los radicales libres, pueden atacar
la célula tanto por dentro como por fuera (Rueda, 2010).

Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los
organismos aerobios cuentan con sistemas de defensa antioxidante, que
incluyen moléculas, enzimas y secuestradores quimicos que previenen el
dafio oxidativo. Los antioxidantes se pueden agrupar segun su naturaleza

quimica y su modo de accién (Sanchez y Méndez, 2013):

61



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

Enzimas: actuan especificamente sobre las ERO, degradandolas a
moléculas menos nocivas mediante mecanismos bioquimicos especificos.

Antioxidantes preventivos: son moléculas encargadas de secuestrar
a los iniciadores del proceso oxidativo, tales como hierro (Fe*z) y cobre
metalico (Cu*?), los cuales aceleran la formacion de ERO.

Antioxidantes secuestradores de ERO: inhiben la cadena de
reaccion y propagacion en la formacién de radicales libres.

Antioxidantes nutricionales: protegen a la célula en contra de los
efectos de la oxidacion, los sistemas de defensa antioxidante deben actuar
en conjunto para formar un sistema integro en donde la dieta es la mayor
fuente de antioxidantes y micro elementos para la sintesis de enzimas

antioxidantes.

Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante

La importancia de los polifenoles en salud humana ha sido
ampliamente revisada. No obstante, uno de los aspectos criticos de la
investigacion sobre la capacidad antioxidante de productos naturales se
relaciona con la eleccion de las herramientas de medicion. Cada vez es
necesario contar con una bateria de ensayos que nos permitan obtener
informacion complementaria. El uso de radicales estables coloreados como
el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Acido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6- sulfénico (ABTS), o reactivos como el complejo férrico-
2,4 ,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ); se recomiendan como criterio preliminar para
jerarquizar las distintas plantas, extractos o fracciones de éstos, de acuerdo
a su poder antioxidante. Las medidas de la actividad antioxidante se pueden
realizar mediante dos estrategias distintas, en funcion de la informacién que
se desea obtener, en tal sentido se mencionan a continuacién (Leos, Rivas y
Garcia, 2016):
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Determinacion directa: El radical se emplea como un factor de
cuantificacion (produce una sefial analitica). La adicion del antioxidante,
antes o después de la generacion del radical, provoca una disminucién de la
sefal. En el ensayo de post-adicion se forma el radical en ausencia de la
muestra y asi, cuando se afnade la sustancia antioxidante se produce un
descenso en la sefal debido a la disminucion de la concentracién del radical.
En ensayos de inhibicion, la muestra se afiade a los sustratos de oxidacion
antes que sea generado el radical, la reaccién comienza con la adicién del
oxidante (ABTS*®*, DPPH, entre otros) (Leos y cols., 2016).

Determinacion indirecta: La presencia de radicales libres produce la
pérdida o aparicion de un reactivo y, por tanto, en presencia de un
antioxidante se provoca el aumento o disminucién de la sefal (Leos y cols.,
2016).

En relacion a lo expuesto anteriormente, los métodos de medicion de
la actividad antioxidante muestran extrema diversidad; muchos
procedimientos usan una acelerada oxidacion involucrando un iniciador para
manipular una o mas variables en el sistema de prueba; tales iniciadores
incluyen adicion de un metal de transicion como catalizador, exposicion a la
luz para promover oxidacion fotosensitizada por oxigeno y fuentes de
radicales libres (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald y Robards,
2002).

La evaluacion de actividad la antioxidante a través de fuentes
generadoras de radicales libre en el sistema de prueba, asume que la
oxidacion es inhibida en un alto porcentaje por la captura de estos; por tanto,
se enfoca en monitorear la capacidad de aditivos y extractos para la captura
de radicales o la inhibicién de su formacién. Este es el principio de los

métodos mas modernos de ensayo tales como los ensayos de ABTS (acido
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2,2’azinobis-(3-etilbenztiazolina)-6-sulfonico) 'y  DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo) (Antolovich y cols., 2002).

Ensayo de decoloracion del catién radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH’): El fundamento del método, consiste en que este
radical tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta,
decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con una sustancia
antioxidante (figura 11); la absorbancia es medida espectrofotométricamente
a 517 nm. La diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje de
captacion de radicales libres (Brand, Cuvelier y Berset, 1995; Molyneux,
2004).

Figura 11. Mecanismo de accion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

o O5N O,N
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N-N NO, N=N NO,
; Antioxidante
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Radical DPPH e DPPH reducido

Violeta Amarillo
Tomado y modificado de Brand, Cuvelier y Berset, 1995.

Ensayo de decoloracion con el radical catiénico acido 2,2’,
azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS): Se fundamenta en la
cuantificacién de la decoloracién del radical ABTS™, debido a la interaccion
con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical catidnico
ABTS™ es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se
genera por una reaccion de oxidacion del ABTS con persTomado ulfato de

potasio (Re, Pellegrini, Proteggente, Yang y Rice 1999).

La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras
hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada
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caso y que proporciona rapidamente los resultados mas reproducibles
empleando un equipo de laboratorio relativamente comun como es el
espectrofotometro, ampliamente utilizado. Ademas, como la longitud de onda
a la que se realizan las medidas de absorbancia no es comun en los
alimentos, hace que este método sea particularmente interesante para el
estudio de extractos vegetales ya que elimina la posibilidad de interferencias
de color (Re y col., 1999).

Ensayo FRAP (Reduccion del hierro férrico a ferroso): Este
meétodo evalua la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su
capacidad para reducir el hierro férrico (Fe+3) presente en un complejo con la
2,4 6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que tuvo un
maximo de absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm (Mesa,

Gaviria, Cardona, Saez, Truijillo y Rojano 2010).

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Es la capacidad de una sustancia de matar, destruir, inactivar o
impedir la proliferacion o accion patogena de un determinado
microorganismo. Dicha sustancia puede ser de origen natural o sintetizada
quimicamente en el laboratorio, en ambos casos es conocidas con el nombre
de antibiético o antifungico. Estos Ultimos a su vez se clasifican en
bactericidas o fungicidas que lisan o destruyen el microorganismo, y en
bacteriostaticos o fungistaticos que inhiben la multiplicacion microbiana y
ademas poseen un efecto reversible, es decir, que al retirar el antibiético el
microorganismo se sigue multiplicando. La actividad antibacteriana es

determinada mediante pruebas de susceptibilidad, en las cuales se evalua la
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respuesta de una bacteria u hongo frente a concentraciones preestablecidas

de antibidticos o antifungicos (Koneman, 2008).

Para determinar su correcta evaluacion existen pruebas
estandarizadas que se llevan a cabo con el fin de valorar su actividad, en
especial la antimicrobiana, a través de diferentes métodos in vitro
principalmente desarrollados en el laboratorio y asi establecer a qué
microorganismos son sensibles o muestran una resistencia ya sean a

bacterias, hongos y protozoos (Ramirez y Marin, 2009).

Estas pruebas estandarizadas son de vital importancia, debido a que
la actividad biolégica de extractos de plantas o sus compuestos puros es
evaluada en todo el mundo por diferentes grupos de investigacion. Esto es
relevante debido a que se pueden obtener diferentes beneficios de los
métodos antes mencionados como son el establecer una terapia alterna, una
vez que el extracto vegetal ha sido evaluado en diferentes concentraciones,
considerando sus propiedades antimicrobianas, ademas de establecer el
descubrimiento de nuevos mecanismos de accion y generar una base de
datos que permitan seleccionar los diferentes extractos vegetales para el
tratamiento de diversas afectaciones médicas, hasta desarrollar politicas de

uso de los extractos vegetales estudiados (Taroco, Seija y Vignoli, 2006).

Bacterias

Son microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos
unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi,
ni reticulo endoplasmico, que se reproducen por divisidon asexual. La pared
celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas basicas;
una pared grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared

gramnegativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi como una
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membrana externa. El organismo humano esta habitado por miles de
especies bacterianas distintas, mientras algunas mantienen una relacion
transitoria, otras habitan en el ser humano de manera permanente
(Koneman, 2008). En microbiologia, las bacterias se pueden clasificar en dos
grandes grupos segun la estructura de la pared celular: las bacterias

grampositivas y las bacterias gramnegativas (Spicer, 2009).

Bacterias gramnegativas: se denominan bacterias gramnegativas
aquellas que no se tifien de violeta por la tincion de Gram, y lo hacen de un
color rosado tenue. La caracteristica clave que diferencia una bacteria
gramnegativa de una bacteria grampositiva, es la composicién y estructura
de la pared celular. Estan formadas por dos membranas lipidicas, una interna
(citoplasmatica) y otra externa, con un espacio entre ellas denominado
espacio periplasmatico. En dicho espacio, se dispone una capa de una
sustancia llamada peptidoglicano, la cual es mas delgada en bacterias
gramnegativas (Spicer, 2009).

El peptidoglucano esta unido a lipoproteinas (lipidos unidos a
proteinas mediante enlaces covalentes) de la membrana externa y se
encuentra en el periplasma (espacio periplasmico), una sustancia gelatinosa
localizada entre la membrana externa y la membrana plasmatica. El
periplasma contiene una concentracion elevada de enzimas degradantes y
proteinas de transporte. La pared celular de las bacterias gramnegativas no
contiene acidos teicoicos y el hecho de que contenga una escasa cantidad
de peptidoglucano aumenta su susceptibilidad a la ruptura mecanica (Figura
12) (Tortora, Funke y Case, 2007).
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Figura 12. Diagrama de la pared celular de las bacterias gramnegativas
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Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Las cepas gramnegativas que se utilizaron para llevar a cabo esta
investigacién fueron: Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y

Escherichia coli.

Klebsiella pneumoniae: es la especie de mayor relevancia clinica
dentro del género bacteriano Klebsiella, que ademas desempefia un papel
importante como causa de las enfermedades infecciosas oportunistas. Es un
bacilo que fermenta la lactosa, la mayoria produce colonias sumamente
mucoides en placas, debido a la produccion de polisacaridos abundantes.
Todas son inmdviles e indol negativas y son caracteristicamente resistentes
a multiples antibidticos. Ademas de la resistencia natural de este

microorganismo a la ampicilina y a la carbenicilina (Garcia, 2005).

68



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

Pseudomonas aeruginosa: es un bacilo gramnegativo, oxidasa
positiva y puede crecer a temperaturas superiores a 42°C. Las cepas de esta
especie presentan un caracteristico color verde brillante, debido a la
producciéon de pigmentos piocianina, de color azul, y pioverdina, de color
amarillo fluorescente, los cuales juntos le dan dicha coloracion. Es un
habitante comun de agua, suelos y plantas. En los hospitales pueden ser
encontrados en respiradores, humidificadores, verteros, duchas, piscinas de
hidroterapia y ocasionalmente en las manos de los trabajadores de la salud.
Es un patégeno oportunista, responsable de una alta gama de infecciones,

principalmente nosocomiales (Lujan, 2014).

Escherichia coli: es el microorganismo de vida libre que mejor se ha
estudiado. Son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos,
fermentadores y oxidasa negativa. Pueden ser moéviles la mayoria o
inmoviles, son parte de la familia Enterobacteriaceae. La mayor parte de
ellas fermentan la lactosa y son capaces de producir indol a partir de
triptéfano (Garcia, 2005).

Bacterias grampositivas: son aquellas que poseen una pared celular
interna y una pared de peptidoglucano, ésta ultima forma el exoesqueleto
que da consistencia y forma esencial para la replicacion y supervivencia a la
bacteria. Se tifien de color morado, ya que retienen el colorante. Estas
bacterias son mas sensibles a los antibiéticos que las gramnegativas. En la
mayoria de las células grampositivas, la pared celular estd compuesta por
varias capas de peptidoglucano (hasta 25 capas) que conforman una
estructura gruesa vy rigida, representando hasta el 90 % de la pared celular,
aunque también presentan embebidos en dicha estructura a los acidos
teicoicos, los cuales son polimeros de la pared celular, formados por

unidades de ribitolfosfato o glicerolfosfato, siendo estos responsables de la
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carga negativa de la superficie de las bacterias y pueden intervenir en el
paso de iones a través de la pared celular (figura 13) (Tortora, Funke y Case,
2007; Murray, 2009).

Figura 13. Diagrama de la pared celular de las bacterias grampositivas
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Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Las cepas grampositivas usadas en este estudio estuvieron

representadas por Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Staphylococcus aureus: son cocos grampositivos, con un diametro
de 0,5 a 1,5 ym; estan agrupados formando racimos de uvas. Estas son
bacterias inmodviles, no esporuladas,y no poseen capsula, ademas son
anaerobias facultativas. La especie Staphylococcus aureus produce catalasa
(enzima capaz de desdoblar el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno
libre), caracteristica que se utiliza para diferenciar éste género de los
Streptococcus y Enterococcus los cuales son catalasa negativa (Cervantes,
Garcia y Paz, 2014).
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Enterococcus faecalis: son células bacterianas esféricas y ovoides,
de tamano 0,6 a 2,5 ym. Son cocos grampositivos no formadores de
endosporas. Se presentan en forma de pares o de cadenas cortas. Son no
motiles y anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo
fermentativo. Son mas abundantes en el tracto gastrointestinal de los
humanos, lo cual podria explicar su prevalencia en los aislamientos clinicos,

ademas de su virulencia incrementada (Diaz, Rodriguez y Zhurbenko, 2010).

Hongos

Son un grupo diverso y ampliamente diseminado de eucariotas. Los
hongos no contienen clorofila y la mayoria de las especies forman una pared
celular rigida constituida por polisacaridos. Son  organismos
quimiorganotrofos que viven en ambientes bastantes diversos. Algunos son
acuaticos, principalmente de aguas dulces, aunque se conocen unas pocas
especies de hongos marinos. La mayoria de los hongos tienen habitats
terrestres, viven en el suelo o sobre materia vegetal muerta y juegan un
papel primordial en la mineralizacidn del carbono organico. Muchos hongos
son parasitos de plantas y unos pocos son parasitos del hombre y de los
animales. Existen hongos filamentosos (multicelulares), denominados setas y
mohos, y hongos unicelulares. No todos los hongos son filamentosos;
algunas formas acuaticas son unicelulares y las levaduras también lo son.
Algunos hongos patdégenos del reino animal pueden crecer en forma
unicelular o filamentosa dependiendo de las condiciones ambientales y este
fendmeno se conoce como dimorfismo (Murray, 2009).

Candida es un hongo que pertenece a la familia de las
Cryptococcaceae. Las especies de Candida que producen infeccién en
humanos mas frecuentemente son: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,

C. krusei y C. tropicalis.
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Varias especies de Candida forman parte de la flora endégena y son
comensales de las mucosas, del tracto digestivo y genitourinario del hombre,
de la piel y las ufas. La colonizacion en piel y ufias es transitoria con
predominio de las especies C. parapsilosis y C. guilliermondii (Bedout y
Gomez, 2010).

Candida krusei: es una especie considerada emergente debido al
uso profilactico con fluconazol, esta asociada a pacientes con neutropenia.
La colonizacién por esta especie es un predictor de candidemia. Se trata de
un microorganismo multidrogo-resistente debido a que tiene una resistencia
intrinseca al fluconazol, una susceptibilidad disminuida a la anfotericina y la
flucitocina que esta ademas, asociada a alta mortalidad (80 %-40 %) (Bedout
y Gomez, 2010).

En aproximadamente 95-97 % de las infecciones invasoras estan
implicadas cinco especies (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei), de las cuales son verdaderamente nuevas y
emergentes solo C. glabrata y C. krusei, que tienen una resistencia intrinseca
0 adquirida a los azoles, asi como a los antimicéticos utilizados comunmente
(Bedout y Gomez, 2010).

Resistencia a los Antimicrobianos

Algunos microorganismos son intrinsecamente resistentes a un
antibiético o a un grupo de antibidticos (resistencia natural); sin embargo,
muchos de los casos de resistencia se deben al abuso y a la prescripcion
inapropiada e irracional de los antimicrobianos. La resistencia ocurre cuando
el microorganismo evoluciona para combatir el mecanismo de accion del
farmaco y se atribuye a la capacidad del ADN donde puede ocurrir lo

siguiente (Rodriguez, Vidrio y Campos, 2009):
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Mutacion espontanea: le confiere resistencia al microorganismo por
la insercion, delecidn o sustitucion de unos o mas nucleétidos dentro de un
genoma.

Trasladarse de un organismo a otro: el ADN que -confiere
resistenciaal microorganismo esta integrado en un plasmido que se transfiere

a otras especies bacterianas en el proceso de conjugacion.

Los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos son estrategias
que generan las bacterias para disminuir o inactivar la accién de dichos
agentes ante el ataque de estos y asi poder persistir dentro del hospedero.
Estos mecanismos pueden ser intrinsecos, es decir, que los posee la
bacteria en su interior de manera natural o extrinseca (Mendoza, 2008). A
continuacion, se mencionan los mecanismos basicos por medio de los cuales

los microorganismos expresan su resistencia:

Destruccién o inactivacion enzimatica: es la perduraciéon de (-
lactamasas, que son enzimas que actuan rompiendo la unién amiga,
hidrolizando los agentes antimicrobianos (Rodriguez, Gamboa, Hernandez y
Garcia, 2005).

Alteracion de la membrana bacteriana: las bacterias gramnegativas
pueden volverse resistentes a los antibidticos beta-lactamicos mediante el
desarrollo de barreras de permeabilidad. Esto es usualmente provocado por
porinas alteradas en la membrana externa que ya no permiten la entrada y el
transito de las moléculas del antibiético dentro de la célula. Cuando los 3-
lactamicos no pueden alcanzar las PBPs, la célula es resistente (Rodriguez y
cols., 2005).

Cambios en la permeabilidad de la membrana interna: es la
alteracion de la produccién energética que no permite el paso del antibiético

de la capa externa a la interna de la membrana; este transito consume
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energia y se efectua mediante un transportador anionico; al alterar la bacteria
este mecanismo se defiende del ataque del antibidtico (Rodriguez y cols.,
2005).

Alteracion del blanco ribosomal: las PBPs tanto en bacterias
grampositivas y gramnegativas pueden ser alteradas mediante mutacion de
manera que los B-lactamicos no puedan unirse a ellas; por tanto, la célula es
resistente a agentes antimicrobianos. Los ribosomas, la metilacion del ARN
ribosébmico confiere resistencia a los macrolidos. ADN girasa vy
topoisomerasa IV, mutaciones en los genes cromosdmicos de ADN girasa y
topoisomerasa IV confieren resistencia a las quinolonas (Rodriguez y cols.,
2005).

Modificacion enzimatica: modifica los antibiéticos aminoglucésidos;
esta resistencia de las bacterias aerobicas es debida al cambio enzimatico
codificado por el gen del plasmido o del cromosoma. Las bacterias
gramnegativas pueden producir enzimas adenilantes, fosforilantes o
acetilantes que modifican un aminoglucésido para inactivarlo (Rodriguez y
cols., 2005).

Extraccion activa del antibidtico: este mecanismo altera la
produccion de energia y disminuye asi no solamente la entrada del
antibidtico, sino que a su vez las bacterias reducen la concentracién del
antibiético y promueve la extraccion activa del mismo y su efecto se reduce
(Rodriguez y cols., 2005).

Alteraciones de los precursores de la pared: por este mecanismo
de resistencia mediado por un gen cromosomal, el peptidoglucano precursor
es cambiado al modificar la terminacion D-alanina por D—alanina-D-lactato y
de esta manera se logra que el antibiético no se pueda unir al precursor de la
membrana. Este mecanismo se ha estudiado con vancomicina y antibi6ticos

glicopeptidicos (Rodriguez y cols., 2005).
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Métodos para la determinacion de la actividad antimicrobiana

Es un conjunto de procedimientos que permiten determinar el efecto
antimicrobiano de los componentes quimicos presentes en las plantas. La
seleccion del método mas apropiado depende de la composicion quimica de
la planta y del microorganismo objetivo (Garcia, 1994). Los métodos para
evaluar la actividad de extractos y compuestos puros sobre bacterias y
hongos suelen ser similares, variando la preparacion del inéculo, medio de
cultivo, temperatura y el tiempo de incubacién. Los métodos mas utilizados
en el andlisis de productos naturales son el de difusion, dilucién y

bioautografia (Cowan, 1999).

Método de Difusion

Es un método cualitativo, que se caracteriza por ser de facil
estandarizacion y esta indicado para microorganismos no exigentes y
crecimiento rapido, esta apoyado por datos clinicos y de laboratorio y
ademas presenta la ventaja de ser reproducible; se desarrolla en base a los
fundamentos descritos por Bauer, Kirby, Sherris y Turck (1966) se puede
realizar usando las técnicas de pozo o disco ya que actualmente ambos se
encuentran estandarizados y son recomendados por el Subcomité de
ensayos de susceptibilidad del NCCLS, de los Estados Unidos (Ramirez y
Marin, 2009).

A través de este método se determina en forma cualitativa el efecto de
ciertas sustancias a estudiar sobre cepas bacterianas las cuales pueden
provenir de muestras aisladas de pacientes o bien ser de referencia (ATCC),
se desarrolla en base a la relacion entre la concentracion de la sustancia
necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo

adecuado y que se encuentra sembrado de forma homogénea con el
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microorganismo a estudiar y sobre el cual se coloca un papel filtro de 6 mm
de diametro o se deposita en un pozo en el agar de la placa una cantidad
determinada de la sustancia a probar (Burgess, Jordan, Bregu, Mearns-
Spragg y Boyd, 1999).

Una desventaja que se presenta cuando la sustancia a probar es un
extracto natural es el papel filtro Whatman debido a que contiene celulosa y
esta posee grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa haciendo que
la superficie del disco sea hidrofilica actuando directamente con algunos
compuestos catidonicos de los productos naturales absorbiéndolos en la
superficie del disco impidiendo la difusion de estos en el agar; lo que explica
por qué el método de pozo es mas sensible (Burgess, Jordan, Bregu,
Mearns-Spragg y Boyd, 1999).

Método de difusion de disco en agar (Kirby-Bauer): se realiza la
inoculacion y siembra sobre la superficie de los agares Mueller Hinton
(bacterias) y Saboreaud-Dextrosa (levadura). Se impregnan de 10 a 25 pL de
los extractos, estandares y blancos en cada uno de los discos de papel filtro
Whatma por triplicado y se colocan sobre la superficie de la placa de agar
inoculada. Estas se incuban invertidas a 35 + 2 °C por 24 h para bacterias y
a 29 £ 2 °C por 48 h en caso de levaduras, posteriormente se miden los
halos de inhibicion incluyendo el diametro de los discos (Figura 14)

(Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia, 2016).
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Figura 14. Halos de inhibicidn producidos por extractos de plantas mediante

la técnica de difusion en disco

Tomado y modificado de Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia, 2016.

El diametro del anillo de inhibicion dependera de la sensibilidad o
resistencia del microorganismo por probar, asi como también de la
solubilidad de la droga y de la taza de difusién a través del agar. Por eso, es
importante controlar muy bien el medio de cultivo, su espesor, el tiempo de
incubacion y la concentracion de las bacterias inoculadas, entre otros
factores. Si se presentan zonas de inhibicibn de crecimiento bacteriano
alrededor de los discos, la medicion de esos diametros de inhibicion y su
comparacion con los valores de los cuadros de referencia, permite establecer
si la cepa es resistente, intermedia o susceptible a esa droga (Gamboa y
Rodriguez, 2005).

Método modificado de pozo en agar (Kirby Bauer): se deposita el
indculo y se siembra sobre las superficies del agar selectivo estipulado para
este método; seguido de ello se hacen los pozos sobre la superficie del agar
con el apoyo de un sacabocados estéril de 6 mm de diametro y en cada uno

de ellos se deposita de 10 a 25 pyL de los extractos a evaluar, estandares
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(control positivo y negativo) y blanco por triplicado, se deja reposar por
espacio de 30 min (para evaporar el liquido), finalmente se incuba con la caja
invertida a 35 + 2 °C por 24 h para bacterias y a 29 + 2°C por 48 h en caso
de levaduras, posteriormente se miden los halos de inhibicidon (figura 15)
(Rios, Recio y Villar, 1988).

Figura 15. Halos de inhibicion producidos por extractos de plantas mediante

la técnica de difusién en pozo

Tomado y modificado de Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia, 2016).

Método de dilucion

Este método es apropiado para la determinacion cuantitativa de la
actividad antimicrobiana (Klanénik, Piskernik, JerSek y Mozina, 2010), se
utiliza una cantidad de extracto de planta o compuesto activo mezclado con
una cantidad de medio de cultivo. Puede ser llevado a cabo tanto en medio
solido como en medio liquido. La concentracion final deseada debe ser
considerada en relacidn peso/volumen 6 volumen/volumen con respecto al
medio de cultivo (Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia,
2016).
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Dilucion en agar: el agar es mezclado con una cantidad de extracto
de planta o compuesto activo para obtener una concentracién final con el
medio, posteriormente, se siembra por extension en la superficie del agar 1
mL del cultivo microbiano incubandose por tiempo determinado para cada
tipo de microorganismo. La concentracién minima inhibitoria (CMI) se define
como la menor concentracion capaz de inhibir al microorganismo y por lo
tanto no hay crecimiento visible (Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y
Garcia-Palencia, 2016).

Dilucion en caldo: en el caso de dilucion en medio de cultivo liquido,
se procedera de la misma forma descrita en la seccion anterior para obtener
una concentracién final del extracto en el medio, sin embargo, la
interpretacion de los resultados se realiza de manera diferente, por
turbidimetria e indicadores REDOX, que son utilizados generalmente para la
determinacién del crecimiento/viabilidad microbiana. Para esta técnica se
requiere un espectrofotdmetro en el cual se realizan lecturas a una densidad
optica (DO) de 600 nm para la determinacion de crecimiento microbiano y de
540-570 nm cuando se utiliza REDOX. Las desventajas de la turbidimetria se
presentan en aquellos compuestos no solubles que pudieran interferir con la
lectura. Es por ello de suma importancia utilizar un control de crecimiento
(medio de cultivo y microorganismo sin adicion de compuesto o extracto) asi
como un blanco que contenga medio de cultivo y el compuesto en cuestion
sin adicion del microorganismo (Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y
Garcia-Palencia, 2016).

Estas dos técnicas del método de dilicuébn pueden escalarse a
micrométodos en donde los cultivos se realizan en placas de 96 pozos
(microplacas), teniendo en cuenta las proporciones arriba mencionadas. La

concentracién minima inhibitoria (CMI) se considera aquella concentracion en
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la que no haya viabilidad por lo tanto no hay cambio de color (Sanchez-
Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia, 2016).

El método de dilucion en medio liquido permite también determinar
efecto bacteriostatico o bactericida. Para hacer esta determinacién se debe
realizar un conteo en placa antes y después de la incubacién, mediante la
utilizacién de diluciones seriadas (1:10) en tubos con 9 mL de solucién salina
al 0,85 %. Posteriormente se adiciona 1 mL del cultivo y se va diluyendo en
serie pasando 1 mL del tubo anterior al tubo nuevo las veces que se desee
(Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia, 2016).

Para determinar si el efecto del extracto o compuesto en cuestion es
bacteriostatico o bactericida, se toma en cuenta el conteo en placa obtenido.
Para considerarse bactericida, no debe haber crecimiento en el cultivo,
mientras que, al obtener un crecimiento igual al inéculo inicial, se considera
bacteriostatico. Los métodos de dilucién en caldo son métodos que han
permitido determinar la CMI de una gran cantidad de compuestos. Las
ventajas sobre el método de difusion son la sensibilidad y reproducibilidad,
ademas de ser utilizados para una gran cantidad de microorganismos. La
concentracion minima bactericida, normalmente refiere aquella concentracion
que causa la muerte total del microorganismo, por lo que requiere un plaqueo
del cultivo que corrobore este hecho (Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y
Garcia-Palencia, 2016).

Método de la bioautografia

Este método es una variante del de difusién en agar, con la premisa de
que el extracto crudo al que se le evaluaran las propiedades antimicrobianas,
es colocado sobre una placa de cromatografia en capa fina (CCF),
posteriormente es eluido con una mezcla apropiada de solventes,
permitiendo la separacion de los diferentes componentes del extracto

(Ncube, Afolayan, y Okoh, 2008). La CCF es un método ideal para la
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separacion de compuestos naturales debido a que después de eluir la
cromatografia se evapora el solvente, evitando asi la posible actividad de el
mismo (Cretu y Morlock, 2014; Jesionek, Choma, Majer-Dziedzic y
Malinowska, 2014)

La bioautografia es empleada como una técnica preliminar de tamizaje
fitoquimico, para detectar compuestos que afectan las tasas de crecimiento
de microorganismos en mezclas y matrices complejas, como los extractos de
plantas (Choma y Jesionek, 2015), se conoce como purificacion guiada por
bioensayos (Schmourlo, Mendonga-Filho, Alviano y Costa, 2005). Esta
técnica tiene un gran numero de ventajas ya que simplifica el proceso de
aislamiento e identificacion de compuestos antimicrobianos a partir de
extractos crudos, utiliza relativamente muy poca cantidad de muestra, lo cual
es ideal cuando se trabaja con extractos de plantas, ademas da una idea
precisa de la polaridad de los compuestos activos (Runyoro, Matee,
Ngassapa, Joseph y Mbwambo, 2006); es un ensayo practico, facil de
realizar y es sumamente reproducible, una vez que se ha estandarizado la

técnica (Silva, Simas, Batista, Cardarelli y Tomassini, 2005).
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HIPOTESIS

Investigaciones previas reportan que varias especies del género Piper
contienen metabolitos secundarios de interés bioldgico, por lo cual es de
esperar que el aceite esencial y extractos de Piper marginatum Jacq posean

actividad antimicrobiana y antioxidante.

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la composicidn quimica, actividad antioxidante vy
antimicrobiana del aceite esencial y extractos obtenidos de las hojas de Piper

marginatum Jacq.

Objetivos Especificos

e Obtener el aceite esencial de las hojas de la especie vegetal Piper
marginatum Jacq, mediante la técnica de hidrodestilacion empleando

la trampa de Clevenger.

o Establecer la composicion quimica del aceite esencial de P.
marginatum a través de la técnica cromatografia de Gases acoplada a

espectrometria de Masas (CG-EM).
e Aislar, purificar y caracterizar el safrol a partir del aceite esencial de P.

marginatum Jacq, mediante técnicas cromatografias y métodos

espectroscopicos.
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Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas de Piper
marginatum, a través de un sistema de extraccion de digestiéon bajo

reflujo.

Identificar cualitativamente mediante pruebas quimicas de coloracién
y/o precipitacion los metabolitos secundarios presentes en los

extractos mencionados anteriormente.

Evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial,
safrol y extractos a través del método de actividad secuestrante del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH+) y el método de difusién en

disco (Kirby-Bauer), respectivamente.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y equipos

Cromatografia

Cromatografia en columna: para la cromatografia en columna (seca)
se utilizé silica gel 60 (0,04-0,06 mm), marca Merck. La columnas se
desarrollaron siguiendo las técnicas descritas en la literatura (Sanchez,
Correa, Abreu y Pino, 2013; Coll y Bowden, 1986; Willis, 1991).

Cromatografia en capa fina: para la cromatografia en capa fina se
utilizaron placas de aluminio cubiertas con silica gel 60 con un espesor de 25
mm, marca Merck WF 254. Las placas se desarrollaron con diferentes
mezclas de solventes y se revelaron rociandolas con reactivo de vainillina,
posteriormente se calentaron en corriente de aire a unos 100 °C
aproximadamente por varios minutos hasta observar las manchas sobre las

placas (Wagner, Bladt y Zgainski, 1996).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM): se empled un cromatografo de gases HP 6898 acoplado a un
detector de masas Hewlett Packard modelo 5973 con potencial de 70 eV
(ionizacion por IE). Como gas portador se usé Helio a razén de 0,9

mL/minuto.
Espectroscopia

Espectroscopia de RMN-'H y RMN-C: estos andlisis se
desarrollaron en el equipo de Resonancia Magnética Nuclear Bruker-
UltraShieldTM 400. Se utilizé cloroformo deuterado (CDCI3) como solvente

para todos los analisis de RMN-"H y RMN-"3C. Estos analisis se llevaron a
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cabo en el Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad
Nacional de Colombia (UNAL).

Espectroscopia infrarrojo (IR): el espectro infrarrojo se obtuvo en un
espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum version 10.03.06. Modelo de
instrumento: Spectrum two. Pastillas de Bromuro de Potasio (KBr) y celda de
Cloruro de Sodio (NaCl).

Espectroscopia Ultravioleta (UV): el espectro ultravioleta fue
obtenido de la base de datos on line del National Institute of Standards and
Technology (NIST). Libro del Web de Quimica del NIST. Base de Datos de

Referencia Estandar del NIST Numero 69.

Espectrometria de masas: el espectro de masas se obtuvo de la
base de datos on line del National Institute of Standards and Technology
(NIST). Libro del Web de Quimica del NIST. Base de Datos de Referencia
Estandar del NIST Numero 69.

Analisis Fitoquimico

Reactivos: Reactivo de Dragendorff, de Wagner y de Mayer

(Alcaloides), tricloruro férrico (FeCIS), solucion de gelatina, reactivo de

Shinoda, hidroxido de amonio, acido clorhidrico, virutas de magnesio,

anhidrido acético.

Equipos: Lampara ultravioleta, campana de extraccion, Ultrasonic,

manta eléctrica.
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Cuantificacion de Fenoles

Reactivos: Carbonato de sodio al 20 % y Reactivo de Folin-Ciocalteau
1N marca Sigma Aldrich.
Equipo: las muestras fueron analizadas en un espectrofotometro UV-

visible (Spectronic Genesystm 10 Bio) a 760 nm.

Actividad Antioxidante

Espectroscopia Ultravioleta (UV): las muestras fueron analizadas en

un espectrofotometro UV-visible (Spectronic Genesystm 10 Bio) a 517 nm.

Reactivo DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl): marca Sigma
Aldrich. CAS 1898-66-4, Metanol destilado grado reactivo, Patrén de acido
ascorbico marca Merck.

Actividad Antimicrobiana.

Se utilizé la técnica de difusidon en disco basada en el método

originalmente descrito por Bauer y cols., (método de Kirby-Bauer).

Cepas microbioldgicas: para este estudio se seleccionaron cinco
especies de Dbacterias: dos especies pertenecen a las bacterias
grampositivas y tres pertenecientes a las bacteria gramnegativas de
referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC),
estos microorganismos fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes (Tabla 15).
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Tabla 15. Cepas de referencia internacional de la Coleccién de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).

Bacterias Gram positivas (ATCC)

Staphylococcus aureus 25923
Enterococcus faecalis 29212
Bacterias Gram negativas (ATCC)
Escherichia coli 35218
Klebsiella pneumoniae 23357
Pseudomonas aeruginosa 27853
Hongo (ATCC)
Céandida krusei 6558

Fuente: Elaboracion propia.

Reactivos: Solucién Cloruro- de Sodio esteril (NaCl 0,9 %), agar
Mueller Hinton, estandar de Mcfarland, dimetilsulfoxido (DMSO), Fluconazol
100 mg, Eritromicina 15 pg, Ampicilina 10 pg, Piperacina 30 pg, agua

destilada.

Equipos e instrumentacion: campana de flujo laminar, esterilizador,
refrigerador, mechero de bunsen, balanza analitica, agitador, vortex-mixer
(Modelo VM-2000), asa de platino, gradilla, estufa, lampara Ultravioleta,
Material de vidrio estéril (tubos de ensayo, beakers, placas de petri, pipetas),
pipetas automaticas, puntas estériles, pinzas estériles, propipeta automatica,

Placas de petri de vidrio y plasticas desechables.
Procedimiento de la Investigacién
Recoleccién de la planta: las hojas frescas de la planta fueron

recolectadas en el mes de Noviembre de 2019, en la poblaciéon de San Juan

de Lagunillas via la Trampa por la entrada de la Galera del Municipio Sucre
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del Mérida-Venezuela. La especie fue determinada como Piper marginatum
Jacq (figura 16) por el Profesor Pablo Meléndez en el Herbario MERF de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes (Mérida-
Venezuela).

Preparacion del Material Vegetal: las hojas de la planta fueron
seleccionadas y separadas de los tallos e inflorescencias y se procedié como
se indica a continuacion:

Figura 16. Piper marginatum Jacq

Hojas por el haz Hojas por el envés Inflorencencia

Fuente: Elaboracion propia

Material vegetal fresco: para la extraccion del aceite esencial de las

hojas (3000,0 g) se procedidé a licuar el material vegetal fresco, con la
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finalidad de romper las células que contienen los compuestos volatiles y
aumentar asi el rendimiento de la extraccion, segun el procedimiento descrito
en la bibliografia (Croteau, 1991), posteriormente se realiz6 la extraccion del
aceite esencial por hidrodestilacion, usando la trampa de Clevenger (Borges
y cols., 2006).

Material vegetal seco: las hojas (1885,0 g) fueron separadas del
resto del material vegetal y secadas en estufa a 40 °C durante una semana,
luego, fueron molidas obteniéndose 312,0 g de material seco y molido, el
cual, fue extraido por la técnica de reflujo en caliente con hexano y etanol

(Esquema 2).

Esquema 2. Recoleccion y preparacion del material vegetal de P.
marginatum Jacq

Recoleccion del
Material Vegetal

[

|

]
-

Obtencién del aceite esencial: la extraccion del aceite esencial a

Fuente: Elaboracion propia.

partir del material vegetal fresco, se realizé en un equipo de hidrodestilacion,
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empleando la trampa de Clevenger; el material troceado y licuado (hojas) en
solucion acuosa se colocé en un baldn de 12 litros de capacidad y se
sometié a una temperatura de 80 °C durante 2 horas. Los componentes
volatiles obtenidos fueron almacenados a 4 °C en un envase de color ambar,
para su posterior analisis por cromatografia de gases acoplada a masas

(Esquema 3).

Esquema 3. Obtencion del Aceite Esencial de las hojas de P. marginatum

Fuente: Elaboracion propia.

Determinacion e identificacion de los componentes volétiles: el
analisis de los componentes del aceite esencial obtenido de las hojas de P.

marginatum se realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a
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espectrometria de masas, para lo cual se us6 un cromatografo de gases
marca Hewlett-Packard modelo 6898, con columna capilar HP-5 de 30
metros de largo, el detector de masa utilizado fue marca Hewlett-Packard
modelo 5973. Los espectros de masas mostraron informacion sobre el patréon
de fragmentacion de los componentes de la mezcla y su masa molecular.
Para el analisis se prepard una solucion de 20 pyL de aceite en 1 mL de n-
heptano, de la cual, se inyecto 1 pL bajo el siguiente programa de
temperatura: se inici6 en 60 °C e inmediatamente se incrementd la
temperatura a razén de 4 °C/min hasta 260 °C. El inyector se mantuvo a 200
°C. La relacion de reparto fue de 1:100, el potencial utilizado por el detector
fue de 70 eV. La identificacion de los componentes se realizd por medio de
las bases de datos computarizadas Wiley275, Nist05 y HPCH2205 vy

determinacién de los indices de Kovats (Alencar y cols., 1984).

Calculo de los indices de Kovats: el calculo de los indices de Kovats
se realizd en el cromatografo de gases marca Perkin Elmer modelo
Autosystem. Se compararon los tiempos de retenciéon de los componentes
del aceite esencial con una serie de n-parafinas (C;-Cx), los valores
obtenidos se compararon con los valores publicados en la literatura (Adams,
1995, 2007).

Aislamiento y purificacion del safrol: El analisis por CG/EM del aceite
esencial de P. marginatum demostré la presencia de un compuesto
mayoritario, el cual fue identificado mediante la comparacién de su espectro
de masas con las bases de datos Wiley275, Nist05 y HPCH2205 como safrol.

Debido al interés bioldgico que representa esta sustancia se procedio
a su aislamiento y purificacion, para lo cual el aceite esencial de P.
marginatum (3,1 mL) fue sometido a una separacion cromatografica en

columna seca con un soporte de policloruro de vinilo (PVC), utilizando como
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fase estacionaria 100 g de silica gel 60 dispuesta sobre el soporte plastico, la
elucion se llevo a cabo a gravedad usando como fase movil el hexano (100
%), el seguimiento de la separacién se efectué mediante la utilizacion de una
lampara de luz ultravioleta para irradiar la columna, al visualizarse la
separacion del compuesto de interés se procedid a recortar el soporte
(plastico) de la columna y se realizé la disolucidn de las tres fracciones (F1,
F2 y F3) en hexano (tabla 16). Por medio de la cromatografia de capa fina se
logré identificar en la segunda fraccion (F2) una sustancia aceitosa de color
amarrillenta con un peso de 24,19 mg que posteriormente fue caracterizada

mediante técnicas espectroscopicas de RMN-'"H y RMN-"3C.

Tabla 16. Resultados de la Cromatografia Seca del Aceite Esencial de

Piper marginatum.

Fracciones = Masa(g)  Eluyente Productos
1 0,0250 Hexano 100 % Mezcla de compuestos
2 0,0241 Hexano 100 % Compuesto 1
3 0,0196 Hexano 100 % Mezcla de compuestos

Fuente: Elaboracién propia.

Obtencién de los extractos: la preparacién de los extractos se
realizd por medio de la técnica de digestion o reflujo, para lo cual se tomé el
material vegetal seco (312,0 g) y fue sometido a extraccién con 1800 mL de
hexano a una temperatura de 40 °C durante 1 hora, el liquido obtenido se
filtr6, luego el mismo material vegetal fue sometido nuevamente al proceso
de extracciéon utilizando etanol (1800 mL), posteriormente cada uno de los
extractos se concentrd utilizando el rotavapor a una temperatura de 50 °C
hasta la sequedad, obteniéndose de esta manera un extracto hexandico

(182,86 g) y un extracto etandlico (253,06 g), los cuales fueron almacenados
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en frascos color ambar a temperatura ambiente hasta el momento de

utilizarlos.

Analisis fitoquimico: para determinar la presencia de metabolitos
secundarios en los extractos de las hojas de P. marginatum se efectué una
secuencia de pruebas quimicas cualitativas que se mencionan a
continuacion:

Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner: permite determinar
la presencia de alcaloides, se procedié a evaporar el extracto en bafo
maria, luego el residuo se disolvidé en 1 mL de acido clorhidrico al 10
% y se colocd en bafio de Maria por 10 min, la solucién se filtro y se
dividié en 3 tubos. A uno de los tubos se le afiadié de 0,5 mL del
reactivo de Dragendorff, la prueba es positiva si se observa la
formacion de un precipitado naranja. Al segundo tubo se le adicion6
0,5 mL de la solucién reactiva de Mayer, la presencia de opalescencia
0 un precipitado blanco es indicio de alcaloides en la muestra
analizada. De igual modo, al tercer tubo se le agregé 0,5 mL del
reactivo de Wagner, la aparicién de turbidez sefala la positividad del
ensayo (Martinez, 2020).

Ensayo de Liebermann-Burchard: se utilizé para la
identificacion de triterpenos y esteroides, para ello el solvente de cada
extracto se evapord en bafio maria y el residuo se redisolvio en 1 mL
de cloroformo, luego se anadié 1 mL de anhidrido acético y por la
pared del tubo de ensayo se anadié de 2 gotas de acido sulfurico
concentrado. El ensayo se considera positivo cuando hay un cambio
rapido de coloracién a rojo (triterpenos) 6 verde (esteroles) (Martinez,
2020).
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Ensayo de Cloruro Férrico (FeCls): se usa para establecer la
presencia de compuestos fendlicos y/o taninos. A la muestra del
extracto disuelta en agua se le colocan 3 gotas de una solucion de
tricloruro férrico, cuando la coloraciéon es roja-vino identificamos los
compuestos fendlicos en general, una coloracion verde intensa
identifica taninos del tipo pirocatecdlicos y una coloracion azul

identifica taninos del tipo pirogalotanicos (Martinez, 2005).

Ensayo de Shinoda: se usa para determinar la presencia de
flavonoides. A cada extracto se le afiadi6 1 mL de acido clorhidrico
concentrado y virutas de magnesio. El ensayo se considera positivo,
cuando la solucion se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo
(Martinez, 2020).

Ensayo de la Espuma: Permite identificar en un extracto la
presencia de saponinas. En un tubo de ensayo se coloca 1,0 mL de
cada extracto disuelto en agua, luego se agita vigorosamente y
observa la altura de la espuma. Se considera positivo si la espuma
alcanza una altura de 8 a 10 mm y se mantiene por 30 min
(Dominguez, 1990).

Ensayo de Borntrager: permite determinar la presencia de
quinonas. El extracto etandlico seco se disuelve en 1 mL de cloroformo,
luego se afade 1 mL de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio 6
amonio al 5 %, se agita mezclando las fases, luego se deja en reposo
para que se separen las fases. El ensayo se considera positivo cuando
la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo el ensayo

se considera positivo.
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Ensayo con Hidroxido de Amonio (NH4;OH): se utiliza para
determinar cumarinas, se disuelven 2 mg de cada extracto en el
solvente de origen y se adicionan 0,5 mL de hidroxido de amonio
concentrado en ambos tubos, luego se visualizan bajo la lampara de luz
ultravioleta (UV), la fluorescencia azul indica la presencia de estos

metabolitos.

Ensayo de Sesquiterpenlactonas: Se agrega una porcion del
extracto a una capsula de porcelana o en tubo de ensayo disolver una
porcidon del extracto en etanol o diclorometano, luego se le adicionan
una gota de hidroxido de potasio 2 N en metanol. Calentar la mezcla a
ebulliciéon de 1 a 2 minutos, enfriar y llevar a pH de 1 con acido
clorhidrico 0,5 N. Se adiciona una gota de cloruro férrico 1 %. Las
coloraciones roja, violeta o rosa indican que la prueba es positiva para

este metabolito.

Cuantificacion de Fenoles

El contenido de fenoles totales se determiné mediante el método de
Folin-Ciocalteu que mide la capacidad que tienen los polifenoles para reducir
el Mo (VI) a Mo (V), como resultado de tal reaccion, el reactivo de color
amarillo adquiere un intenso color azul que se mide con el espectrofotometro,
a continuacién se indica el procedimiento:

Preparacion del patron: Se utilizé una solucién patron de acido
galico de 1 mg/mL a partir de la cual se hicieron las diluciones necesarias
para obtener concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 uyg/mL para la

preparacion de la curva de calibracion.
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Posteriormente se tomd 0,5 mL de cada dilucién y se le adicion6 0,75
mL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N y se agitdé durante 5 min, luego se
afadio 0,75 mL de la disolucion de carbonato de sodio al 20 % y se llevo a
un volumen final de 2 mL con agua destilada, se dejé reposar por 2 h.
También se preparé un blanco con todos los componentes excepto la
disolucion de acido galico.

Preparacion de las muestras: las muestras fueron evaluadas a una
concentracion 0,5 mg/mL. Luego, se tomd 0,5 mL de cada una y se mezclo
con 0,75 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau dejando en reposo a
temperatura ambiente por 5 min, después se agregd 0,75 mL de carbonato
de sodio al 20 %. Se agitd fuertemente y se dejé reposar durante 2 h a
temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 760 nm. Este
procedimiento se realizé con cada extracto objeto de estudio por triplicado.

Para determinar el valor del contenido de fenoles totales se procedio a
realizar una regresion lineal con las absorbancias obtenidas, de tal manera
que se obtuvo la siguiente ecuacidon: y=bx+a, donde “a” es la interseccion y
“b” pendiente, para calcular el contenido de fenoles totales se reemplazé en
el valor correspondiente en el eje “Y” (absorbancia) y en el eje “X’
(concentracion pug/mL).

El contenido de fenoles de cada extracto se expres6 en ug/mg basandose
en la curva de calibracion del material de referencia de acido galico, de ahi
que se utilice el término «Unidades de acido galico equivalentes por gramo

de extracto o materia vegetal desecada».

Determinacion de la Actividad Antioxidante

Se han propuesto diversos métodos para evaluar la actividad

antioxidante, en general se basan en la capacidad de los antioxidantes para
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captar radicales libres, sin embargo el modelo de captura del radical estable
1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH), es uno de los mas usados, por lo cual se

seleccion¢ para llevar a cabo esta investigacion.

Actividad inhibitoria del DPPH: el efecto de los extractos sobre el
radical DPPH’, fue estimado usando el método experimental descrito por
Diaz y cols (2011); en tal sentido, se tomé 3 mL de solucion metandlica de
DPPH" a 6 x 102 mM se mezcl6 con 1 mL de la muestra a ensayar (1000
pMg/mL). Esta solucion se dejo reposar en la oscuridad por 30 min a
temperatura ambiente. Luego se realizaron las lecturas de las absorbancias
en un espectrofotometro UV-visible (Spectronic Genesystm 10 Bio) a 517
nm. Una solucion de 3 mL de DPPH+ a 6 x 102 mM y 1 mL de metanol fue
usada como control negativo, mientras que el control positivo fue acido
ascorbico a la concentracion de 1 mM. La actividad antioxidante se expreso
como porcentaje de inhibicion (% Inh) lo cual corresponde a la cantidad de
radical DPPHe neutralizado por el extracto a una determinada concentracion

y se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion (figura 17).

Figura 17. Ecuacion para el calculo del porcetaje de inhibicion (%Inh) del
radical DPPH.

ADPPH - AM
% Inh= X 100
ADPPH

Leyenda: Porcentaje de Inhibicién (%Inh), Absorbancia del DPPH (ADPPH), Absorbancia
de la muestra (AM).

Fuente: Elaboracion propia.

Concentracién Inhibitoria Media (Clsp): aquellas muestras que

alcanzaron un % Inh = al 50% se les determind la concentraciéon inhibitoria
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media (Clsp), que indica la minima concentracion necesaria de un
antioxidante capaz de reducir en un 50 % la cantidad de radicales libres
presentes en el medio (Goupy y cols, 1999). Con las absorbancias obtenidas
y la concentracion de cada solucidn ensayada, se obtuvo por regresion lineal

una ecuaciéon que nos permitié obtener el Clsp.

Por ejemplo, y=mx+b; y=50, x=Clsy= expresado en ug/mL.
De esta forma se compard la capacidad antioxidante entre el acido
ascorbico y el extracto de la especie vegetal. Todos los analisis se realizaron

por triplicado.

Determinacion de la Actividad Antibacteriana
Esta prueba se desarroll6 en el Laboratorio de Produccién de Vacunas
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes

(ULA), bajo la asesoria de la Ingeniera Zulay Araque.

Bacterias estudiadas: para el estudio de la actividad antibacteriana
con el uso de las cepas ATCC ensayadas, se tomd en cuenta para la
eleccion de los grupos controles positivos, las recomendaciones que
establece el |Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos
sus siglas en ingles NCCL 1997, lo que nos permitié determinar qué tipo de

antibiético debe usarse con cada especie de las cepas (tabla 17).
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Tabla 17. Halos de inhibicidén de los controles positivos usados como
referencia en las cepas bacterianas.

Halos de inhibicion en mm

Cepas bacterianas E AMP PP
ATCC (15 pg) (10 pg) (100 pg)
NCCL CE NCCL CE NCCL CE
Staphylococcus aureus =23 26 - - - -
ATCC 25923
Enterococcus faecalis - - =17 10 - -
ATCC 29212
Escherichia coli - - - - =21 20
ATCC 35218
Pseudomonas aeruginosa - - - - =21 18
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae - - - - =21 18
ATCC 23357

Leyenda: Lectura de los halos de la inhibicion de los antibiéticos realizados en el laboratorio
frente a cepas ATCC: Eritromicina (E), Ampicilina (AMP), Piperacilina (PIP),. Milimetros
(mm), Lectura de los halos de inhibicién recomendados por el Instituto de Estandares de
Laboratorio Clinicos (CLSI), Halos de Cepas ensayadas obtenidos (CE).

Fuente: Elaboracion propia.

Preparacion de placas: en las placas de Petri se prepar6 el medio de
cultivo colocandose aproximadamente 10 mL de Agar Mueller Hinton (Merck

®) estéril, dejandose solidificar a temperatura ambiente.

Preparacion de pre-inéculos bacterianos: las cepas a ensayar se
incubaron en agar Mueller Hinton a 37 °C por 16 a 18 horas antes de hacer el
ensayo microbiano, ya que es en ese tiempo donde las bacterias adquieren
los nutrientes necesarios para su crecimiento, especificamente cuando
alcanzan su fase exponencial o de multiplicacion en la curva de crecimiento
bacteriano (Anon, 2003).
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Preparacion de los inoculos bacterianos: una vez que se
obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas, se preparé el indculo
bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de esta manera una
pequefa cantidad de colonias para luego ser suspendidas en tubos 13x100
previamente estéril que contenian 5 mL de una solucién de Cloruro de Sodio
(NaCl) al 0,9 % hasta que alcanz6 una turbidez equivalente al patrén de Mac
Farlan (10 ®® UFC/mL).

Inoculacion de las placas: luego de preparar las placas, se
inocularon en forma homogénea en la superficie de cada una de ellas con
cada uno de los indculos bacterianos utilizando para ello un hisopo de
algodon estéril.

Preparacion de los discos: se utilizaron discos de papel filtro
Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro para realizar la actividad
antibacteriana, los cuales se esterilizaron con luz ultravioleta (LUV), durante
toda una noche. Previo a la preparacion del in6culo se impregnaron los
discos de papel con 10 pL de la muestra en estudio a una concentracion
comprendida 1000 ppm. También se utilizaron discos de antibidticos
comerciales como control positivo (Tabla 17) y como control negativo discos

impregnados con 10 pL del solvente dimetil sulféxido (DMSO).

Pre-incubacion e incubacién de las placas: después de haber
colocado los discos en las placas con Agar Mueller Hinton previamente
inéculados, estas se dejaron en la nevera a temperatura de 4 °C
aproximadamente durante 30 min (pre-incubacion), con la finalidad de que
los discos impregnados con sus diferentes muestras difundieran a través del
Agar, para posteriormente llevarlas a la estufa durante 24 h a temperatura de

37 °C en posicién invertida en atmdsfera aerdbica (incubacion).
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Lectura de las placas: luego de ser incubadas cada una de las
placas por un lapso de tiempo de 24 horas (h) estas fueron revisadas para
realizar la lectura de las mismas con una regla milimétrica. Donde se
consider6 un resultado positivo o0 sensible (presencia de actividad
antibacteriana) cuando se observé un halo de inhibicion alrededor del disco,
y se tomé como resultado negativo o resistente (sin actividad antibacteriana)
la ausencia de dicho halo. El diamétro de la zona de inhibicién producto de la
actividad antibacteriana de las muestras en estudio se expresé en milimetros

(mm).

Determinacién de la Actividad Antifangica

Se utilizé la técnica de difusion en pozo basada en el método
originalmente descrito por Bauer y cols., (método de Kirby-Bauer). Esta
prueba se desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto Clinico

Santa Filomena, Sector Los Proceres-Mérida.

Cepa: Para la estimacion de la actividad antifungica se us6 una
especie de Candida krusei ATCC 6558.

Preparacion del in6culo fungico: a partir de la cepa fresca y
purificada de C. krusei, se prepardé una suspension ajustada al patrén de
McFarland (1 x 10 8 UFC/mL), para ello se tomé una asada de la cepa que

luego se agregd en Solucion Cloruro de Sodio (NaCl al 0,9 %).

Preparacion de las placas e inoculacién: se prepararon las placas
con 20 mL de agar Mueller-Hinton. Se mezclé el indculo preparado con el
medio de cultivo, y se agregd a la placa. Se dejo solidificar el medio para

luego abrir los pozos con una pipeta pasteur invertida. Luego se coloacaron
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10 yL de los extractos a analizar (1000 ppm) y del aceite puro, los solventes

(controles negativos) y el disco de fluconazol como control positivo.

Pre-incubacion e Incubacion: las placas de agar Mueller-Hinton se
dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos y se incubaron a 4 °C
por 24 horas, para permitir la difusién de las muestras. Luego a 37 °C por 24
horas mas, en una estufa con temperatura regulable para permitir el

crecimiento fungico.

Lectura del Ensayo: transcurrido el tiempo de incubacion, se
procedid a examinar la placa, de acuerdo a la sensibilidad o resistencia de la
cepa. Se considerd como resultado positivo (actividad antifungica) cuando un
halo de inhibicidén de crecimiento fungico se observo alrededor del disco. En
el caso contrario, la ausencia de halo se interpreta como resultado negativo o
resistente (sin actividad antifungica). El diametro de la zona de inhibicion,
producto de la actividad antifungica de las muestras se expres6 en milimetros

(mm).

102



Estudio fitoquimico y actividad biologica de las hojas de Piper marginatum Jacq (Piperaceae)

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion del aceite esencial de las hojas de Piper marginatum

Las hojas frescas de P. marginatum (3000,0 g) fueron licuadas vy
extraidas por hidrodestilacion usando la trampa de Clevenger, obteniéndose
un volumen de 3,1 mL del aceite esencial con un rendimiento de 0,10 %,
siendo importante mencionar que este resultado fue inferior si lo
comparamos con los reportados por Sanchez y cols, 2011, quienes
obtuvieron un rendimiento del aceite aislado de las hojas P. marginatum
Jacqg. recolectado en la provincia de Guantanamo en Cuba de 2,18 % (v/p),
pero casi similar con el reportado por Jaramillo y cols., 2015 quienes
analizaron dos especies de P. marginatum recolectado en Colombia en las
Provincias de Acandi y Turbaco dando como resultado un rendimiento de

0,67% y 0,15 %, respectivamente.

Identificacibn de los componentes del aceite esencial de Piper
marginatum

El analisis quimico del aceite esencial de P. marginatum, se realizé
por medio de un equipo de CG/EM, el cual permitié conocer la composicion
quimica y abundancia relativa de los principales componentes,
identificandose exitosamente el 99,82 % de la muestra, representado por 20
compuestos (figura 18, tabla 18). Siendo los componentes mayoritarios el
safrol un monoterpeno oxigenado que representa el 74,33 %; seguido de y-
terpineno (6,49 %), terpinoleno (4,60 %), p-pineno (3,54 %), a-pineno (2,67
%) y linalool (1,13 %). Los compuestos identificados fueron clasificados
como monoterpenos oxigenados (98,78 %) y sesquiterpenos (1,22 %) (figura
19).
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Figura 18. Cromatograma del Aceite Esencial de Piper marginatum

Abundance

TIC:18jul02a1.D\data.ms
2 2es 15.463

N N > N N
o o o o o

1
1
1
1
1e+07

8000000

6000000
8.155

4000000 9.012

2000000

6.216_9.330
3. 4. une7 322 || 19.452
L et L

T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Time-->

Fuente: Cromatografo de gases HP6890

Tabla 18. Identificacion de los Componentes del Aceites Esencial de Piper

marginatum

N° T.R % Compuesto IKtab IKcalc
1 3,68 0,29 3-Hexen-1-ol 853 849
2 4,93 0,36 a-Tujeno 930 928
3 5,09 2,67 a-Pineno 932 936
4 5,94 0,43 Sabineno 969 974
5 6,04 3,54 S-Pineno 974 978
6 6,31 0,74 Mirceno 988 989
7 6,69 0,17 a-Fellandreno 1002 1003
8 7,00 2,78 a-Terpineno 1014 1016
9 7,20 0,16 p-Cimeno 1020 1024
10 7.32 0,35 Limoneno 1024 1029
11 7,52 0,26 cis-Ocimeno 1032 1036
12 7,81 0,30 trans-Ocimeno 1044 1047
13 8,15 6,49 y-Terpineno 1054 1059,72
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Tabla 18. Identificacion de los Componentes del Aceites Esencial de Piper

marginatum (Continuacién)

N° T.R % Compuesto IKtab IKcalc
14 9,00 4,60 Terpinoleno 1086 1088
15 9,33 1,13 Linalool 1095 1098
16 15,46 74,33 Safrol 1285 1299
17 18,09 0,27 a-Cubebeno 1345 1348
18 19,45 0,54 trans-Cariofileno 1417 1417
19 21,33 0,22 Germacreno-D 1488 1480
20 23,72 0,19 E-Nerolidol 1561 1561
Monoterpenos 98,78 %
oxigenados
Sesquiterpenos 1,22 %
Total 99,82 %

Leyenda: Numero de compuestos (N°), Tiempo de Retencion de Compuestos (TR),
Porcentaje de area (%), IKtab: indice de Kovats tabulado, IKcal: indice de Kovats calculado.
Fuente: Cromatografo de gases HP6890 y Elaboracion propia.
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Figura 19. Estructuras quimicas de los compuestos mayoritarios

identificados del aceite esencial de Piper marginatum Jaqc.
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Estudios previos acerca de la composicidon quimica de varios aceites
esenciales del género Piper, han encontrado como constituyentes principales
fenilpropanoides, monoterpenoides y sesquiterpenoides (Oliveira y cols.,
2004; Delgado y Cuca, 2007; Bottia y cols., 2007). Tal es la investigacion
realizada por Sanchez y cols (2009), quienes determinaron la composicion
quimica del aceite esencial delas hojas de Ila especie Piper
auritum (Caisimon de anis) donde lograron identificar 24 compuestos que
representan el 99,45 % de la composicion relativa; de ellos, 12 constituyen
hidrocarburos ~ monoterpénicos (20,17 %), siete  hidrocarburos
sesquiterpénicos (3,54 %) y cinco monoterpenos oxigenados (75,73 %), los
que representan la mayor proporcion desde el punto de vista cuantitativo en
el aceite esencial. EI componente mayoritario fue el monoterpeno oxigenado
safrol (74,29 %) y se puede considerar la presencia de y-terpineno (6,21 %),
a-terpinoleno (4,96 %), B-pineno (2,99 %), a-terpineno (2,65 %), a-pineno
(1,79 %) y trans-cariofileno (1,43 %), siendos estos resultados semejantes
con el aceite esencial obtenido en la especie Piper marginatum Jacq, en
estudio.

Asimismo, los resultados obtenidos en la presente investigacion se
asemejan a los reportados por Sanchez y cols (2011) quienes analizaron la
composicion quimica del aceite esencial de las hojas de P. marginatum
recolectado en la provincia de Guantanamolo Cuba, logrando identificar 28
compuestos que constituyen un 99,90 % del total, ademas este aceite
muestra un porcentaje de compuestos oxigenados de un 98,28 % y el resto
corresponde a hidrocarburos sesquiterpénicos, siendos esta composicion
similar a la especie P. marginatum estudiado. Es importante mencionar, que
dentro de esta cantidad considerable de compuestos oxigenados los
principales desde el punto de vista de cantidades relativas fueron el isosafrol

(37,31 %) y el safrol (7,02 %), este ultimo compuesto varia en un porcentaje
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mucho menor al compararlo con el obtenido en el aceite esencial de las
hojas de P. marginatum recolectado en Merida-Venezuela (safrol: 74,33 %).

Mas recientemente en un articulo efectuado con diferentes quimiotipos
de la especie indicaron que el safrol y el 3,4-metileno-dioxi propiofenona son
los principales constituyentes del quimiotipo |. En el quimiotipo Il predomina
3,4-metileno-dioxi propiofenona y p-menta-1,8 dieno. Los mayores
componentes identificados en el quimiotipo Il fueron 3,4-metileno-dioxi
propiofenona, miristicina, E-B-ocimeno y y-terpineno. En el quimiotipo IV los
principales constituyentes fueron g-cariofileno, a-copaeno y 3,4-metileno-
dioxi propiofenona; por su parte, en el quimiotipo V predominé E-isosmorizol
y E-anetol; en el quimiotipo VI se encontr6 fundamentalmente 2-metoxi-4,5-
metileno-dioxi propiofenona y E-isosmorizol, mientras que en el quimiotipo VII
se identific6 como componentes mayoritarios §-cariofileno, biciclogermacreno
y E-asarona (Andrade y cols., 2008). Los resultados obtenidos coinciden con
los informados por estos autores en cuanto a la presencia de algunos de los
componentes separados e identificados, aunque difieren en las cantidades
relativas; sin embargo, el perfil quimico del aceite esencial evaluado no
puede ser asociado con ninguno de estos quimiotipos.

Las diferencias encontradas en cuanto a la composicién del aceite
esencial estudiado y la reportada por otros autores para P. marginatum,
pueden estar asociadas a varios factores, entre ellos: las condiciones
geobotanicas del medio (clima, altitud, tipo de suelo, precipitaciones, etc),
método de cultivo, época de recoleccién y parte de la planta recolectada,
manejo y almacenamiento del material vegetal (seco, fresco, etc), edad y
estado fenoldgico de la planta, asi como el método de obtencidon del aceite
(Duran y cols., 2007 y Mesa y cols., 2007).
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Obtencion e Identificacion del safrol

El aceite esencial de las hojas de P. marginatum (3,1 mL) fue
sometido a una separacion cromatgrafica con la finalidad de aislar el
componente mayoritario, en tal sentido, se obtuvo un liquido aceitoso
amarillo claro (24,9 mg) que origino una sola mancha al ser analizado por
cromatografia por capa fina, por lo cual se realizaron los analisis de
resonancia magentica nuclear (RMN-'H, RMN-"C APT), al tomar en cuenta
los datos de dichos analisis espectroscopicos se visualizaron las sefales de
una cadena alilica, un anillo aromatico y un sistema metilendioxi,
correspondiente a un derivado monoterpénico oxigenado (fenilpropanoide) el

cual fue caracterizado de la siguiente manera:

1. El espectro de RMN'H (figura 20, tabla 19) presentd sefiales
correspondientes ‘a hidrogenos aromaticos: se observaron dos
dobletes con un desplazamiento de oys: 6,80 (d, J=7,8 Hz, 1H) y
Ons: 6,66 (d, J=7,8 Hz, 1H) y un singulete dy3: 6,76 (s, 1H) lo cual
indicé la presencia de un anillo aromatico trisustituido. De igual
modo se visualizé un singulete que integré para dos protones con
un desplazamiento de dy1o: 5,95 (S, 2H) caracteristico de un grupo
metilendioxi sustituyente de un anillo aromatico. Adicionalmente, se
identificaron las tres sefiales de una cadena vinilica en &y7: 3,34
(m, 2H); dns: 5,99 (M, 1H) y due: 5,09 (M, 2H).

2. En el espectro de RMN™'3C APT (figura 21, tabla 20) se observaron
diez sefiales entre las cuales destacan seis caracteristicas de
carbonos aromaticos: tres son de grupos metinos (>CH-) con un
desplazamiento de &: 124,3 (Cs); 6: 109,1 (Cg) &: 108,1 (C3); las
tres restantes sefales corresponden a carbonos cuaternarios
(>C<) &6: 148,9 (Cy); 6: 147,6 (Cq) y 133,8 (Cy4). Por otra parte, se
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visualizdé una senal en 100,9 ppm correspondiente al metileno (-O-
CH2-O-) del grupo metilendioxi (C+p). Asimismo, se evidencio la
presencia de un sistema de carbonos con hibridacién Sp?
(HC=CH;) cuyos desplazamientos fueron de 115,7 ppm (Cg) y
137,6 (Cg) ppm. Otra sefial se encuentra en 39,9 ppm que segun el

espectro APT corresponde a un grupo metileno de la cadena alilica
(Cr).

3. El espectro IR (figura 22, tabla 21) present6 bandas de absorcion a
3081 y 2980 cm™” que fueron asignadas a las vibraciones de
tension C-H Sp? y Sp® respectivamente. De igual modo se
distinguieron los sobretonos que genera el anillo aromatico en
2600 cm’' aproximadamente. Asimismo se observd la sefial
producida por las vibraciones de tension -C=C- de la cadena lateral

del safrol en 1639 cm™ y las vibraciones C-O en 1502 cm™.
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Figura 20. Espectro RMN-"H (CDCl5) del safrol
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Tabla 19. Desplazamientos Quimicos en el RMN-'H (CDCls) del safrol

H H-1 H-2 H-3 H4 | H5 | H-6 H7
8 (ppm) - - 6,76 - 6,80 | 6,66 3,34
m } - S - d d m
J (H2) - - - - 7.8 7.8 .
i o o 19 024 o
8 (ppm) | 599 5,09 5,95 10 .8
m m m S 0"1%
J (Hz) - - -

Leyenda: Desplazamiento quimico (8), partes por millon (ppm), multiplicidad (m), singulete

(s), doblete (d), multiplete (m

Fuente: Elaboracién propia

).
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Figura 21. Espectro RMN-"°C (CDCls) del safrol
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Tabla 20. Desplazamientos Quimicos en el RMN-"*C (CDCls) del safrol

C C-1 C-2 C-3 c4 | c5 | C6 C-7

5 (ppm) | 147,6 | 1489 108,1 133,8 | 124,3 | 109,1 | 39,9
Tipo >C< >C< >CH- >C< | >CH- | >CH- | -CH,
C c-8 c-9 C-10 02 APy

& (ppm) | 1376 | 1157 100,9 10<0m

Tipo | -CH= | =CH, | -O-CH,-O- ®

Leyenda: Desplazamiento quimico (8), partes por millon (ppm).

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 22. Espectro Infrarrojo del safrol
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Tabla 21. Bandas Observadas en el Espectro IR del safrol

V max (CMD) 3078 2895 1639 1502

Asignacion =CH, -CH3 -C=C- C-O0

Fuente: Elaboracion propia.

El analisis espectroscopico realizado anteriormente y en comparacion
con los datos publicados conllevd a identificar el compuesto 1 como 4-alil-
1,2-metilen-dioxi-benceno (figura 23). Esta sustancia es conocida como safrol
y ha sido reportada previamente en otras especies de Piper (P. divaricatum
P. nigrum, P. callosum y P. aduncum) (Rocha y Ming, 1999; Barbosa,
Camara, Ramos, Nascimento, Lima-Filho y Guimaraes, 2012), sin embargo

es el primer reporte en P. marginatum en Venezuela.
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Figura 23. Compuesto obtenido del aceite esencial de las hojas de P.

marginatum
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Fuente: Elaboracion propia.

Adicionalmente se obtuvieron de la base de datos del National Institute
of Standards and Technology (NIST) los espectros de masas (EM) y
ultravioleta (UV) los cuales sirvieron de herramientas para que la autora de la
presente investigacion pusiera en practica los conocimientos adquiridos para
el analisis e interpretacion de dichos espectros, a continuacién se realizé una
breve descripcidon de los mismos:

1. El espectro de masas (IE, 70 eV) (figura 24, tabla 22) mostré un ion
molecular a m/z: 162 con una abundancia del 100 % y el fragmento
mayoritario de m/z= 135 que corresponde a la pérdida de parte de
la cadena lateral cuyo ion es posteriormente estabilizado por efecto
de resonancia del anillo aromatico (figura 25), al tomar en cuenta
los datos derivados de los espectros de RMN-'"H y RMN-'3C,
resulta congruente con la formula molecular C1oH1002 (tabla 23).

2. El espectro UV presentd un maximo de absorcidon en 286 nm
(figura 26).
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Tabla 22. Fragmentos (m/z) mas notables en el Espectro de Masas del Safrol

Masal/carga 162 135

Abundancia Relativa (%) 100 30

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 25. Patrén de Fraccionamiento del Safrol
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Fuente: Tomado y modificado de National Institute of Standards and Technology (NIST).
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Tabla 23. Determinacion de la Formula Molecular del Safrol

Grupos Estructurales Composicion Elemental

Numeros de | Tipos de Numero de Numero de Numero de
Grupos Grupos Carbonos Hidréogenos Oxigenos

1 -CH, 1 2 -

4 =CH 4 4 -

3 >C= 3 - -

1 =CH, 1 2 -

1 0O-CH,-O 1 2 2

Formula Molecular Co Hio O,

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 26. Espectro Ultravioleta del Safrol

286 nm

Logarithm epsilon

L L L
240 280 320
Wavelength (nm)

Fuente: Tomado y modificado de National Institute of Standards and Technology (NIST).

Analisis Fitoquimico

El analisis fitoquimico de los extractos obtenidos de las hojas secas y
molidas de Piper marginatum Jaqc., se realizd cualitativamente mediante
pruebas quimicas. Los mismos se colocaron en contacto con diversos
reactivos quimicos y se observaron las reacciones de coloracién,
fluorescencia y/o precipitacion que determinaron la presencia de ciertos
metabolitos secundarios.

A través de pruebas quimicas se comprobo la presencia de esteroles
en los extractos de hexano y etanol de las hojas P. marginatum; sin

embargo, es necesario resaltar, que solo en el extracto etanolico se encontro
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la presencia de compuestos fenolicos presentando una abudancia

significativa (tabla 24; figura 27). Estos resultados concuerdan con los

reportados por Parmar y cols (1997), donde se evidencia la presencia de una

gran variedad de terpenoides y compuestos fenolicos en diferentes especies

del genero Piper.

Tabla 24. Resultados de la caracterizacion fitoquimica de los extractos

obtenidos de las hojas de Piper marginatum Jacq.

Metabolitos Ensayo Resultados EHH EEH
Dragendorff Precipitado _
Alcaloides Mayer Naranja, Blanco y Amarillo ND _
Wagner —
Flavonoides Shinoda Coloracion a rojiza _ _
NaOH al 10% Coloracién amarillo café, _ _
naranja a rojo
Hidréxido de amonio  No hubo fluorescencia bajo la _
Cumarinas concentrado luz UV
Compuestos FeClsal 3 % Coloraciones verdes _ ++
Fendlicos
Taninos Gelatina 1 % No se formé precipitado ND -
Tripertenos y Liebermann- Cambio a verde (hexano,
Esteroles Burchard acetona) + +
Cambio a rojizo (etanol) Verde Verde
Saponinas Espuma Formacién de espuma que

Hidroxido de Amonio

[ ]

Acido Sulfurico

Antraguinonas
Quinonas

Sesquiterpen- Hidroximato férrico

Lactonas

desaparece rapidamente
Formacion de color rojo

Formacion de color rojo

Coloraciones roja, violeta o
rosa

ND

Leyenda: Extracto de Hexano de Hojas (EHH), Extracto de Etanol de Hojas (EEH),
Presencia (+), Abundante (++), Ausencia (-), No determinado (ND).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 27. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos obtenidos de las hojas de Piper marginatum Jacq.

Ensayo de Alcaloides Ensayo de Liebermann-Burchard
Prueba: Dragendorff, Mayer, Wagner.
Reporte: negativo (no hay formacion de Reporte: positivo para esteroles (verde).
precipitado). Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH),
Leyenda: Extracto Hojas Etanolico (EHE), Extracto Hojas Etanolico (EHE).
Dragendorff (D), Mayer (M), Wagner (W).

Ensayo de Flavonoides Ensayo de Flavonoides
(NaOH al 10%) (Shinoda)
Reporte: negativo para los extracos Reporte: negativo para los extracos
analizados. analizados.
Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH), Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH),
Extracto Hojas Etanolico (EHE). Extracto Hojas Etanolico (EHE).
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Figura 27. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos obtenidos de las hojas de Piper marginatum Jacq.
(Continuacion)

) g! - e
| EHH & EHE =

Ensayo para cumarinas Ensayo de Compuestos fenolicos
Prueba: Fluorescencia UV. Prueba: Tricloruro Ferrico (FeCl3)
Reporte: negativo para el extracto Reporte: positivo aparcion de un color azul-
analizado. negro.

Leyenda: Patron (Cumarina),  Extracto Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH),
Hojas Etanolico (EHE). Extracto Hojas Etanolico (EHE).

EHH §§ EHE

Ensayo para Taninos Ensayo para Saponinas.
Prueba: Gelatina. Prueba: Formacion de espuma.
Reporte: positivo en el extracto etandlico. Reporte: negativo para los extractos
Leyenda: Extracto Hojas Etanolico (EHE). analizados.

Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH),
Extracto Hojas Etanolico (EHE).
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Figura 27. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos obtenidos de las hojas de Piper marginatum Jacq.
(Continuacion)

Ensayo de Quinonas Ensayo de Antraquinonas
Prueba: H,SO4 [ ]. Prueba: NH,OH [].
Reporte: negativo para los extractos Reporte: negativo para los extractos
analizados. analizados.
Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH), Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH),

Extracto Hojas Etanolico (EHE). Extracto Hojas Etanolico (EHE).

e |
',‘,P--. o3

Ensayo para Sesquiterpenlactonas.
Prueba: Hidroximato férrico.
Reporte: negativo para los extractos analizados.
Leyenda: Extracto Hojas Hexano, (EHH), Extracto Hojas Etanolico (EHE).
Fuente: Elaboracion propia.

Analisis Cromatograia de Capa Fina (CCF)
Se realizd un andlisis comparativo mediante la técnica de

cromatografia de capa fina (CCF) para comprobar primeramente si el
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compuesto aislado del aceite esencial (F2) e identificado como Safrol, se
encontraba presente en los extractos de hexano y etanol obtenidos de las
hojas secas y molidas del Piper marginatum, ademas de observar que otros
metabolitos secundarios se encuentran en estos. Para la visualizacion del
Safrol en las muestras analizadas se procedié a sembrar el Aceite Esencial
puro, el Safrol puro (F2) y los extractos de hexano y etanol, se uso como fase
movil hexano (100 %) y como reveladores la luz ultavioleta (UV) y el reactivo
de acido sulfurico y vainillina al 1%.

Este analisis cromatografico permitié evidenciar que el safrol (F2) no
se encuentra presente en los extractos de hexano y etanol obtenidos de las
hojas secas y molidas de Piper marginatum, pero se puede percibir la
presencia de otros metabolitos secundarios; tales como los compuestos
fenolicos que eluyeron muy poco con esta fase mévil y se encuentran en el
extracto de etanol, siendo estos identificados previamente el ensayo

fitoquimico mediante el reactivo de cloruro ferrico (figura 28).

Figura 28. Comparacion de las Capas de Cromatografias de Capa Fina de
las muestras analizadas.

AE S EHH EHE

AE S EHH EHE

Revelado fisico lampara UV Revelado quimico con solucién de acido
sulfarico y vainillina al 1%

Leyenda: Aceite Esencial puro (AE), Safrol (S), Extracto de Hojas de Hexano (EHH),

Extracto de Hojas de Etanol (EHE).
Fuente: Elaboracion propia.
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Cuantificacion de Fenoles

La determinacion del contenido de fenoles totales se llevé a cabo
mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Para la
cuantificacion se elaboré una curva de calibracién con acido galico (AG)
como patrén (tabla 25, figura 29) obteniendo que el extracto etandlico de las
hojas de P. marginatum contiene 51,87 ug AG/mg extracto (tabla 26, figura

30).

Tabla 25. Datos para Curva de Calibracién con Acido Galico

Patron Concentracion Absorbancias Desviacion Estandar
Acido Galico Promedio
(ng/mL)
5 0,159 0,00
10 0,322 0,01
Acido Galico 20 0,612 0,00
30 0,881 0,01
40 1,175 0,01
50 1,424 0,00

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 29.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 26. Resultados obtenidos del Contenido Total de Compuestos

Fendlicos del extracto etandlico de las hojas de Piper marginatum.

Mustra Concentracién Absorbancias Concentracion en ug
analizada  muestras (mg/mL) promedio Acido gélico/mg
Muestra + DE
EEPM 0,5 51,87 £ 0,64

Leyenda: Extracto etanolico Piper marginatum (EEPM), Concentracion en microgramos
(ng) de Acido galico por miligramos (mg) de muestra + Desviacion Estandar (DE). Los
resultados son el promedio de tres mediciones por separado las muestras ensayadas.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 30. Determinacion del Contenido Total de Compuestos Fendlicos del

extracto etandlico de las hojas de Piper marginatum

EEPM: Extracto etandlico Piper marginatum

Fuente: Elaboracion propia.

El extracto etanolico de las hojas de P. marginatum present6 51,87 ug

AG/mg extracto en su composicion de derivados fendlicos, dichos resultados
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se asemejan a los reportados por Ovalle y cols (2012) quienes cuantificaron
los fenoles totales de cuatro especies del genero Piper: P. auritum, P.
jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum, obteniendo 23,47; 104,52;

20,31y 107,06 ug equivalente de AG/mg, respectivamente.

Actividad Antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante se preparé una curva de
calibracion con el patron acido ascorbico (12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 ug/mL;
75 pg/mL; 100 pg/mL), luego se realizé un barrido inicial con el aceite
esencial, extracto etandlico y el safrol, obtenidos de las hojas de P.
margimatum a una concentracion de 1000 ug/mL, para determinar si poseian
actividad antioxidante y se comparé con el acido ascorbico (sustancia
antioxidante utilizada como referencia, tabla 27, figura 31) obteniendo como
resultado un porcentaje de inhibicion frente al radical DPPH de 38,61 % vy
38,06 % para el aceite esencial y safrol respectivamente, por otra parte, el
extracto etanolico presentd 77,56 % de inhibicion y el control positivo fue de
97,080 % (tabla 28, figura 32, figura 33).

Tabla 27. Resultados obtenidos Curva de Calibracién con Acido Ascorbico

Muestras Concentracion Absorbancias % Inh + DE
de Patrones Promedio

Patron Acido 12,5 0,552 20,678 + 0,473
Ascorbico 25 0,438 37,098 + 0,430
(ng/mL) 50 0,216 69,028 + 0,187
75 0,025 96,362 + 0,264
100 0,020 97,080 + 0,078
DPPH (mM) 0,06 0,696 0,000 + 0,000

Leyenda: Reactivo 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH), Milimolar (mM), Porcentaje de
Inhibicion (% Inh) £ Desviacién Estandar (DE) de los patrones analizados.
Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 31. Grafico de curva de calibracion del Patron Acido Ascorbico
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Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 28. Resultados obtenidos de la actividad antioxidante in vitro por el

método de secuestro del radical 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH).

Concentraciéon de las

Hojas (_Jle Piper muestras y patron Absorbanqas % Inh + DE
marginatum referencia promedios
(ng/mL)
AEPM 0,368 38,61+ 0,39
Safrol 1000 0,372 38,06 = 0,39
EEPM 0,174 77,56 = 0,34
Patron Acido Ascoérbico 0,020 97,08 + 0,00

Leyenda: Aceite Esencial Piper marginatum (AEPM), Extracto etanolico Piper marginatum
(EEPM). Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado del Porcentaje de
Inhibicion (% Inh) £ Desviacién Estandar (DE) de los extractos etandlicos ensayados.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 32. Muestras analizadas para determinar la actividad antioxidante.

Soluciones a 1000 ppm

Reactivo DPPH AEPM Safrol ETPM

Leyenda: Reactivo de 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH), Aceite Esencial Piper marginatum
(AEPM), Extracto Etanolico Piper marginatum (EEPM), Parte por millén (ppm).
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 33. Grafico comparativo de los porcentajes de inhibicion obtenidos
en la Actividad antioxidante de los muestras ensayadas y el acido ascérbico
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Muestras ensayadas

Leyenda: Aceite Esencial Piper marginatum (AEPM), Extracto etanolico Piper marginatum
(EEPM), Acido ascoérbico (Patrén).
Fuente: Elaboracién propia.

Concentracion inhibitoria media (ICsp)
Se procedid a determinar la concentracion inhibitoria media (Clso) del

extracto etanolico debido a que en el barrido inicial el % Inh fue = al 50 %.
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Para ello, se prepardé una curva de calibracién con acido ascérbico (12,5
pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL; 75 pg/mL; 100 pg/mL) cuyos resultados
analiticos se reflejan en la tabla 25 y figura 29. Adicionalmente se prepararon
una serie de diluciones del extracto (1000 ug/mL; 500 pg/mL; 250 ug/mL vy
125 ug/mL) para determinar la Clsg (tabla 29, figura 34).

Tabla 29. Valores de obtenidos de Concentracion Inhibitoria Media (Clsg) del
extracto etandlico de hojas de Piper marginatum

Muestra Concentraciones Absorbancias % Inh £ DE  Clso (ng/mL)

(ug/mL) promedios
125 0,312 48,05+0,77
EEPM 250 0,258 57,00+ 0,13 148,45 +
500 0,178 70,33+ 0,68 7,05
1000 0,174 77,56 + 0,34

Leyenda: Extracto etanolico Piper marginatum (EEPM), Porcentaje de Inhibicion (% Inh) £
Desviacion Estandar (DE) y Concentracion Inhibitoria Media (Clsg expresada en pg/mL).

Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado de las muestras
ensayadas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 34. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media (Clso) del
extracto etandlico de hojas de Piper marginatum

Concentracién Inhibitoria Media *

EEPM EEPM EEPM
500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL

Leyenda: Diluciones del Extracto etanolico Piper marginatum (EEPM) a 500, 250 y 125
pg/mL.

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados obtenidos para el aceite esencial (AE) y el safrol son
congruentes con los obtenidos por Garcia, Leyva, Martinez, Stashenko
(2007), quienes obtuvieron el AE de las hojas e influrescencia de Piper
auritum Kunth, el rendimiento de la extraccion fue de 2,3 % para hojas y de
2,4 % para inflorescencias. La identificacion, mostr6 como componentes
mayoritarios safrol, 94,0 % (hojas) y 90,3 % (inflorescencias) y miristicina, 3,2
% (hojas) y 5,8 % (inflorescencias) El aceite esencial evaluado presentd una
baja actividad atrapadora del radical DPPH- (0,0029 mg/L), en comparacién
con la presentada por la vitamina E (3,69 mg/L).

Por otra parte, los estudios realizados por Jaramillo-Colorado, Julio-
Torres, Duarte-Restrepo, Gonzalez-Coloma, Julio-Torres (2015) sobre la
actividad antioxidante de los aceites esenciales de Piper marginatum Jacq.
de las localidades de Acandi Chocoé y Turbaco Bolivar reportan los
compuestos mayoritarios anetol (46,3 %), estragol (28,8 %) y safrol (9,0 %)
en el AE de P. marginatum de Acandi, mientras que, en el aceite esencial de
P. marginatum recolectado en Turbaco los componentes fueron B-elemeno
(24,8 %), Germacreno-B (12,4 %), germacrenol (36,6 %), trans-a-guaieno
(3,2 %). Siendo, el aceite esencial de P. marginatum procedente de Turbaco
el que presentd un porcentaje de inhibicion del DPPH de 90,0 % a una
concentracién de 2,0 pg/mL, ligeramente inferior, comparado con el del acido
ascorbico (96,4%).

En tal sentido, se evidencia que los AE que contienen un bajo
contenido de safrol presentan una elevada actividad antioxidante y al
relacionar con los resultados obtenidos en el analisis cromatografico
(CG/EM) que reveld la ausencia de compuestos de tipo fendlico (principales
responsables de la actividad antioxidante de los aceites esenciales) se
presume que en la presente investigacion la actividad antioxidante se debe a
la presencia de hidréogenos arilicos y no se puede atribuir al safrol, por lo cual

se justifica el bajo porcentaje de actividad antioxidante del aceite esencial
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obtenido de las hojas de P. marginatum en estudio ya que posee un elevado
% de safrol en su composicion (74,33 %).

En relacion a lo expuesto anteriormente, se presume que la actividad
antioxidante del extracto de etanol de P. marginatum Jaqc., se debe a la
presencia de compuestos fendlicos que fueron detectados y cuantificados
previamente (tabla 24, 25), estos compuestos son activos debido a la
combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres, gracias a su capacidad de donar electrones, generando
radicales fenoxilo estables.

Los resultados obtenidos muestran que el extracto etandlico posee
una concentracion inhibitoria media de 148,45 pg/mL. Esta informacién se
correlaciona con el analisis fitoquimico, que indica que el extracto etanolico
posee mayor concentracion de compuestos fendlicos, es decir, que se
necesita menor cantidad del extracto de etanol para inhibir el 50 % de
radicales libres presentes en la solucion estudiada ya que posee mayor
concentracion de metabolitos secundarios que neutralizan o desactivan los
radicales DPPH.

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos es de gran
interés tecnoldgico, farmacologico y nutricional, debido a su origen vegetal
estos contribuyen a la disminucion del uso de antioxidantes sintéticos que
podrian traer consecuencias a futuro; ademas estas sustancias juegan un
papel preventivo en diversas enfermedades cronicas no transmisibles como
las enfermedades cardio-vasculares, cancer entre otras patologias, asi como
en el proceso normal y patolégico de envejecimiento (Gonzales, Muiiz y
Valls, 2009). Existe evidencia de que los compuestos con actividad
antioxidante estan relacionados con la actividad antiproliferativa de células
tumorales y cancerigenas (Bonofiglio, Giordano, De Amicis, Lanzino y Ando,
2016; Caselli, Cirri, Santi y Paoli, 2016; Formagio y cols., 2015; Jahanban-
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Esfahlan, Modaeinama, Abasi, Abbasi y Jahanban-Esfahlan, 2015; Salim,
Abd EI-Magid, Farara y Maria, 2015).

Actividad Antibacteriana

El estudio de la actividad antibacteriana del aceite esencial de las
hojas Piper marginatum, las fracciones obtenidas por la separacion
cromatografica del mismo (F2 y F3), ademas de los extractos hexano y
etanol; se realizd por la técnica de difusion en agar en disco (Método de
Kirby-Bauer), utilizando cepas de referencia internacional ATCC. De esta
manera, la actividad biolégica de las muestras a una concentracién de 1000
Mg/mL, fue probada frente a dos bacterias grampositivas y tres
gramnegativas, mostrando efecto inhibitorio sobre los microorganismos
ensayados (Tabla 30, Figura 35). Los controles positivos se emplearon
segun lo establecido por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI), el cual indica el tipo de antibidtico a usar para cada una de las
especies estudiadas.

Tras el ensayo, se obtuvieron halos de inhibicion superiores al tamano
del disco (6 mm) e inferiores los controles positivos. Por otra parte, es
importante mencionar, que el aceite esencial mostré halos de inhibicidn
contra todas las cepas de estudio, donde se puede observar un halo de 11
mm para K. pneumoniae y de 13 mm para las cepas de S. aureus, E. faecalis
y E. coli mientras que para P. aeruginosa se visualizé un halo de inhibicion
de 19 mm (Tabla 30, Figura 35).

Con respecto al analisis de las farcciones obtenidas de la separacion
cromatografica realizada al aceite esencial, se obtuvo que F2 y F3, fueron
activas frente a las cepas estudiadas, F1 no pudo ser analizada debido a que
se obtuvo una baja cantidad. La fraccidon denominada F2 corresponde al
Safrol presentd halos de inhibicidn contra S. aureus (10 mm), E. faecalis (11

mm), P. aeruginosa (9 mm) y K. pneumoniae (9 mm). De igual modo, la
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fraccidon F3 fue activa frente S. aerues y E. faecalis con un halo de inhibicion
de 13 mm, respectivamente, mientras que para P. aeruginosa y K.
pneumoniae los halos de inhibicidon fueron de 9 mm. Con ambas fraciones la
cepa gramnegativa E.coli fue resistente.

En relacién a los resultados obtenidos de los extractos de hexano y
etanol (E1y E2) se visualizé que E1 presentd un halo de inhibicion de 11 mm
contra E. faecalis, y de 8 mm frente a P. aeruginosa y K. pneumoniae. Las
cepas de E.coli y S. aerues mostraron resistencia. Por otra parte, E2 fue

inactivo frente a todas las bacterias ensayadas.

Tabla 30. Resultados de la Actividad antibacteriana del aceite esencial,
fracciones y extractos obtenidos de las hojas de Piper marginatum

Halos de inhibicion (mm)

Muestras  S.aureus E.faecalis E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
ensayadas

A1 13 13 13 19 11

F1 ND ND ND ND ND

F2 10 11 R 9 9

F3 13 13 R 9 9

E1 R 11 R 8 8

E2 R R R R R
DMSO (C-) 0 0 0 0 0

Leyenda: Aceite puro (Al), Fraccion 1 (F1), Safrol puro (F2), Fraccién 3 (F3), Extracto
Hexano (E1), Extarcto Etanol (E2), No determinada (ND), Resistente (R), Dimetilsulfoxido
(DMSO), Control negativo (C-), milimetros (mm).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 35. Resultados ilustrados de la actividad antibacteriana de Piper
marginatum Jaqc.

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

Klebsiella pneumoniae

Leyenda: Aceite puro (Al), Fraccion 1 (F1), Safrol puro (F2), Fraccion 3 (F3), Extracto
Hexano (E1), Extarcto Etanol (E2), Dimetilsulfoxido (DMSQO), Control negativo (C-).
Fuente: Elaboracién propia.
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El aceite esencial de P. mariginatum fue activo frente a todas las
cepas ensayadas, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Duarte
y cols (2007) y Guaman y Jaramillo (2018), donde analizaron la actividad
antibacteriana del aceite esencial del Piper marginatum contra las mismas
bacterias evaluadas en el presente estudio obteniendo las siguientes CMis:
Staphylococcus aureus (400-800 pg/mL), Enterococcus faecalis (6400
pg/mL), Escherichia coli (400-800 pg/mL) y Pseudomonas aeruginosa (800-
1600 pg/mL), Asimismo, Benitez, Melendez y Stashenko (2009) reportaron
que el aceite esencial de P. lanceaefolium fue activo contra Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis a una concentraciéon de 20 mg/mL.

Con respecto a los resultados de la actividad de E1 y E2 evaluados a
una concentracion de 1000 ppm, en los cuales E1 fue activo frente E.
faecalis, P. aeruginosa y K. pneumoniae y E2 no presentd actividad, se
presume que se debe que la cocncentracion usada fue muy baja debido a
que estudios realizados por Benitez en 2008 con los extractos etandlicos de
varias especies del género Piper reportan que fueron activos a
concentraciones 40000 ppm contra S. aureus, B. subtilis y E. coli.
Adicionalmente, se puede atribuir que estos resultados se deben a la
composicion quimica de los extractos, que reportaron compuestos fendlicos,
los cuales pudieron quedar retenidos en los discos de papel usados para el
ensayo de actividad antibacteriana.

En relacidon a lo expuesto anteriormente, varios estudios han revelado
principalmente la presencia de monoterpenos, sesquiterpenos vy
arilpropanoides que muestran interesantes propiedades biolégicas. Muchas
Piperaceae son usadas en la medicina tradicional en el tratamiento de
diversas enfermedades incluida las infecciosas. Es por ello que los
resultados de actividad antibacteriana de P. marginatum contribuyen a la

validacién del uso tradicional de esta planta para tratar afecciones de origen
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bacteriano, aportando valor a dicha especie convirtiendola en un potencial

promisorio la continuidad de estudios posteriores.

Actividad antifungica

El estudio de la actividad antifungica del aceite esencial de las hojas
Piper marginatum (puro), del safrol (100 ppm) y de los extractos hexano y
etanol (1000 ppm); se realizé por la técnica de difusién en agar en pozo
(Método de Kirby-Bauer), utilizando una cepa de referencia internacional
ATCC de Candida krusei (ATCC 6558). En la tabla 31 y figura 36 se
observan los resultados obtenidos durante el ensayo. El aceite esencial
presentd actividad al inhibir el desarrollo de la cepa de Candida krusei. La
inhibicion del desarrollo del hongo esta representada por un halo de
inhibicion de 16 mm, el resto de las muestras ensayadas no presentaron

actividad antifungica.

Tabla 31. Resultados de la actividad antifungica del aceite esencial, safrol y
extractos obtenidos de las hojas de Piper marginatum

Halos de inhibicion (mm)

Muestras ensayadas K. crusei
Al 13
F2 R
El R
E2 R
DMSO (C-) 0

Leyenda: Aceite puro (Al). Safrol puro (F2). Extracto Hexano (E1), Extarcto Etanol (E2).
Resistente (R), Dimetilsulfoxido (DMSO), Control negativo (C-), milimetros (mm).
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 36. Resultados ilustrados de la actividad antibacteriana de Piper
marginatum Jaqc

Leyenda: Aceite puro (Al). Safrol puro (F2). Extracto Hexano (E1), Extarcto Etanol (E2).
Fuente: Elaboracion propia.

En este estudio se encontré que el aceite esencial (AE) extraido de P.
marginatum posee una actividad importante frente a C. krusei, estos
resultados se correlacionan con los obtenidos por Moncayo y cols (2021)
quienes evaluaron la actividad antimicrobiana del AE de P. marginatum y P.
tuberculatum de Ecuador y reportan actividad antimicética moderada frente a
C. albicans con una CMI de 0,8 y 1,6 mg/mL, respectivamente. De igual
modo, Mesa y cols (2007) analizaron la actividades de los aceites esenciales
de P. sanctifelisis y Piper spp, contra C. krusei obteniendo una CMI de 0,125
mg/mL. Asimismo, Morandim y cols (2010) evaluaron la actividad antifungica
frente C. krusei y reportan que el AE de P. gaudichaudianum presentd una
CMI de 31,25 mg/mL.

En la presente investigacion, también se visualizé que el safrol aislado

del aceite esencial de P. marginatum no presentd actividad frente a la cepa
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C. krusei, indicando que la actividad del aceite se debe al efecto sinérgico de
sus componentes y no al compuesto mayoritario (safrol).

Por otra parte, los extractos de hexano y etanol de las hojas de P.
marginatum no fueron activos frente a C. krusei, estos resultados no son
congruentes con los obtenidos por Soares y cols (2015) que reportan que el
extracto etandlico de P. tuberculatum presenté actividad frente a Candida
spp a una concentracion de 10 mg/mL por el método de difusién en agar en
disco. De modo similar, un estudio realizado por Nanayakkara y cols (2014)
donde determinaron la actividad antifungica del extracto acuoso de P. betle
frente a varias cepas de Candida (C. albicans, c. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis, C. tropicalis) establecieron una CMI comprendida entre 0,64-3,2
mg/mL para C. krusei por el método de difusion en agar en pozo.

En tal sentido, se presume que los extractos fueron inactivos debido a
la concentracién evaluada (1,0 mg/mL) ya que la composicién quimica de los
mismos segun el tamizaje fitoquimico determind que poseian esteroles y
compuestos fendlicos y se ha reportado que este tipo de metabolitos
secundarios son importantes en las respuestas de defensa pasiva y activa de
las plantas. Los compuestos fendlicos atacan las paredes celulares y las
membranas de los hongos fitopatdgenos, afectando la permeabilidad vy
liberando los constituyentes intracelulares (Nicholson y Hammerschmidt,
1992), por lo cual se recomienda evaluar la actividad antifungica a

cocentraciones mas elevadas.
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CONCLUSIONES

¢ De las hojas frecas (3000 g) de la especie Piper marginatum Jaqc., se
logré obtener un volumen de 3,1 mL del aceite esencial con un
rendimiento de 0,10 %.

e El aceite esencial fue analizado por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG/EM) logrando cuantificar e identificar
20 compuestos que representan el 99,82 % del total del aceite.

e Los compuestos identificados fueron clasificados como monoterpenos
oxigenados (98,78 %) y sesquiterpenos (1,22 %). Siendo los
componentes mayoritarios el safrol un monoterpeno oxigenado que
representa el 74,33 %; seguido de y-terpineno (6,49 %), terpinoleno
(4,60 %), p-pineno (3,54 %), a-pineno (2,67 %) y linalool (1,13 %).

e Del aceite esencial de las hojas de P. marginatum (3,1 mL) se logré
aislar e identificar mediante el analisis de los espectros de RMN-"H 'y
RMN-"3C APT el 4-alil-1,2-metilen-dioxi-benceno (safrol).

e El analisis fitoquimico de los extractos de hexano y etanol permitio
determinar la presencia de esteroles en ambos extractos y de
compuestos fendlicos en el etandlico.

e EI analisis realizado por cromatografia de capa fina del aceite
esencial, safrol, extracto de hexano y extracto de etanol evidencié que
el safrol no esta presente en los extractos de hexano y etanol
obtenidos de las hojas secas y molidas de Piper marginatum, pero se
puede percibir la presencia de otros metabolitos secundarios.

e La actividad antioxidante frente al radical DPPH fue de 38,61 % y
38,06 % y 77, 56 % para el aceite esencial, el safrol y el extracto
etandlico. La concentracion inhibitoria media (Clsp) del extracto

etanolico fue de 148,45 yg/mL.
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El contenido de fenoles totales mediante el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu establecid que el extracto
etandlico de las hojas de P. marginatum contiene 51,87 ug AG/mg
extracto.

En relacion a la actividad antibacteriana, el aceite esencial fue activo
contra K. pneumoniae (11 mm), S. aureus (13 mm) , E. faecalis (13
mm), E. coli (13 mm) y P. aeruginosa (19 mm). El safrol presento
halos de inhibicion frente a S. aureus (10 mm), E. faecalis (11 mm), P.
aeruginosa (9 mm) y K. pneumoniae (9 mm) y fue inactivo frente a
E.coli. El extracto de hexano fue activo contra E. faecalis (11 mm), P.
aeruginosa (9 mm) y K. pneumoniae (9 mm). El extracto etanolico no
mostro actividad contra las bacterias evaluadas.

Por otra parte, el aceite esencial presentd actividad antifungica al
inhibir desarrollo de la cepa de Candida krusei, presentando un halo
de inhibicion de 16 mm, el resto de las muestras ensayadas no
presentaron actividad antifungica. Asimismo se visualizé que el safrol
aislado del aceite esencial de P. marginatum no present6é actividad
frente a la cepa C. krusei, indicando que la actividad del aceite se
debe al efecto sinérgico de sus componentes y no al compuesto
mayoritario (safrol).

Segun la revision bibliografica realizada, este es el primer estudio
sobre la composicion quimica y actividad antioxidante y microbiologica
de P. marginatum de Venezuela, lo cual constituye un aporte para la
fitoquimica y actividad bioldgica de esta especie, permitiendo validar el

uso medicinal de esta planta en la medicina popular de nuestro pais.
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RECOMENDACIONES

e Aislar y caracterizar espectréscopicamente los metabolitos

secundarios mayoritarios presentes en las hojas de P. marginatum.

e Determinar la actividad antimicrobiana a concentraciones mas

elevadas a las utilzadas en el presente estudio.

e Evaluar otras actividades biolégicas del aceite esencial y hojas de P.

marginatum.

e Obtener derivados hemisintéticos a partir del safrol.
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