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1. RESUMEN

En el presente estudio se seleccionaron cuatro especies del género Piper (P.
auritum, P. jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum), con el fin de evaluar la
actividad antioxidante y biocida (antimicrobiana, antifungica y larvicida) de los extractos
etandlicos y sus respectivas particiones liquido-liquido.

El extracto etandlico se prepar6 por percolacion con etanol y se concentro utilizando
rotavapor; a partir de éste, se realizd particion liquido-liquido utilizando disolventes con
diferente gradiente de polaridad (hexano, acetato de etilo y etanol). Las particiones
permiten obtener extractos que faciliten la identificacion de los metabolitos secundarios
responsables de la actividad.

El mayor rendimiento de los extractos en etanol se obtuvo en P. auritum (44.60%)
y en las particiones con acetato de etilo (35.40%) de la misma especie.

La actividad antioxidante cualitativa fue evaluada con la técnica de cromatografia
en capa fina (CCF) con DPPH; y por espectrofotometria UV-Vis los métodos cuantitativos
de fenoles totales, DPPH y ABTS. EI extracto etanolico de P. patulum fue quien presento
mayor cantidad de compuestos fendlicos (107.06+1.04 ug equivalente de &cido galico/mg)
y la mejor actividad antioxidante cuantitativa para los métodos de DPPH y ABTS (Clsg
1.56+0.0332 mg/mL y Clsp 1.98+£0.06 mg/mL).

Se determino la actividad antimicrobiana (bacterias y levaduras) de los extractos y
sus particiones mediante el método de dilucion en agar, evidenciando actividad
significativa (p=0.0625) para las cuatro especies de Piper contra bacterias gram positivas
(Staphylococcus aureus), bacterias gram negativas (Bacillus subtilis, Escherichia coli),
levaduras (Candida albicans, Cryptococcus neoformans) y micobacterias (Mycobacterium
smegmatis), dicha actividad fue reportada como concentracion inhibitoria minima (CIM).
El extracto etandlico con mejor actividad antibacteriana fue P. patulum contra B. subtilis
(CIM 500 pg/mL) y la particion en hexano (CIM 62.5 pg/mL). En las particiones, los
mejores resultados se obtuvieron con la particion hexanica de P. patulum (CIM 62.5

pg/ml), particion en acetato de etilo de P. jacquemontianum (CIM 125 ug/ml) contra M.



smegmatis. Y en la actividad anti levadura, la particion hexanica de P. patulum (CIM 15.63
pg/ml) contra C. neoformans.

La actividad antifungica evidencié actividad significativa (p=0.0625) del extracto
etanolico y las particiones de P. jacquemontianum contra los dermatofitos Microsporum
gypseum y Trichophyton mentagrophytes.

En la evaluacion de la actividad larvicida se determind que la actividad contra larvas
de Anopheles albimanus y Stegomyia aegypti, se encontr6é en las particiones en hexano de
las cuatro especies, dicha actividad fue reportada como concentracién letal 50 (CLsg). Con
respecto a S. aegypti se encontrd la mejor actividad en la particién en hexano de P. patulum
para los cuatro estadios; estadio 1 (CLsp 0.28 mg/mL), estadio 2 (CLsp 0.59 mg/mL),
estadio 3 (CLsp 0.29 mg/mL), estadio 4 (CLso 0.53 mg/mL). Para A. albimanus la mejor
actividad se encontrd en la particion en hexano de P. auritum para los cuatro estadios;
estadio 1 (CLsp 0.25 mg/mL), estadio 2 (CLso 0.15 mg/mL), estadio 3 (CLsg 0.48 mg/mL),
estadio 4 (CLsp 0.42 mg/mL).



2. INTRODUCCION

Las plantas se han empleado con fines curativos desde hace miles de afios. La
fitoterapia, nombre que se aplica al uso medicinal de las plantas, nunca ha dejado de tener
vigencia, a pesar de la amplia variedad de medicamentos de sintesis quimica existente, ya
que las plantas medicinales ofrecen la ventaja de causar menos efectos secundarios,
comparado con los medicamentos de sintesis, ademas, presentan mayor disponibilidad para
la poblacién. Esta situacion exige que se profundice en el conocimiento de las especies
vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el empleo de los
productos que de ellas se extrae.

Dentro de la flora guatemalteca existe una gran variedad de especies vegetales con
propiedades aromaticas y medicinales, como es el caso de la familia de piperaceas, a las
cuales se les atribuyen propiedades analgésicas, antipiréticas y descongestionantes.

La presente investigacion se realizo con el objetivo de validar de forma cientifica las
propiedades que se les atribuye popularmente a cuatro especies nativas del género Piper: P.
auritum, P. jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum; éstas fueron recolectadas en la
ecoparcela “El Kakawatal” ubicada en Samayac, Suchitepéquez. Las especies fueron
sometidas a bioensayos para evaluar la actividad biocida (antimicrobiana, antifingica y
larvicida) y actividad antioxidante de los extractos etanolicos y sus particiones respectivas
con hexano, acetato de etilo y etanol. La finalidad del presente estudio es contribuir al
aprovechamiento de los recursos naturales de Guatemala. La continuidad al mismo
permitird que estas plantas puedan ser validadas y utilizadas en nuevos productos
medicinales y/o productos aromaticos.



3. AMBITO DE LA INVESTIGACION

En el proyecto FODECYT 19-2009 se estudio la actividad biologica de 11 especies
del género Piper nativas de Mesoamérica, de las cuales, cuatro (P. auritum, P.
jacquemontianum, P. oradendron, P. patulum) poseen actividad antioxidante y bactericida
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella gallinarum, Bacillus
subtillis (Cruz, et al., 2005c ; Véliz, et al., 2006).

Durante el desarrollo de la presente investigacion, se contd con el equipo,
procedimiento y apoyo profesional del Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
(LIPRONAT) vy el Laboratorio de Bioensayos del departamento de Citohistologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia; al efectuar el fraccionamiento fitoquimico de
los extractos, dicha técnica facilitd la separacion de porciones medicinales activas
provenientes de tejido vegetal, de todos aquellos componentes inactivos o inertes mediante
el uso de solventes selectivos y de diferente polaridad. Posteriormente, se realizd
bioensayos de los extractos obtenidos, para el andlisis de actividad antioxidante,
antimicrobiana, antifingica y larvicida; con el apoyo, material y equipo de la Unidad de

Bioensayos de Citohistologia.



4. ANTECEDENTES

4.1 Familia Piperaceae

La familia Piperaceae comprende 10 géneros y aproximadamente 1,400 a 2,000
especies de Piper, distribuidas en las zonas tropicales y subtropicales del planeta (Standley,
& Steyermark, 1952). Otros autores aceptan solo cuatro géneros, por las diferencias en la
inflorescencia, reduciendo a 700 las especies de Piper. Las especies pertenecientes a la
familia Piperaceae frecuentemente son arbustos aromaticos, rara vez como arboles, lianas o
epifitos. Sus hojas son alternas, enteras, a menudo lobuladas en la base, con frecuencia la
morfologia foliar puede variar drasticamente en una misma planta. Inflorescencias
terminales, opuestas y solitarias, raramente axilares y en grupo sobre un eje comun
ramificado simulando umbelas o paniculas, las flores forman bandas alrededor de la espiga;
el fruto al madurar es ligeramente distorsionado por compresion de los frutos adyacentes
(Torres, & Garcia, 2001).

4.2 Género Piper

El género Piper se caracteriza por ser arbustos o &rboles mas o menos lefiosos, a
veces con madera blanda y sub-herbacea, ocasionalmente trepadora, tallos usualmente con
nudos engrosados, hojas enteras, simples alternas o lobuladas, nudosidades e inflorescencia
en aumento (Benitez, 2008). El género Piper esta ampliamente distribuido en el trdpico,
contiene mas de mil especies (Garcia, Leyva, Martinez, & Stashensko, 2007).

En Guatemala, estan descritas aproximadamente 88 especies de Piper, la Flora de
Guatemala informa de 11 especies distribuidas en 7-9 departamentos, 24 con una
distribucion media en 2-9 departamentos y 53 con una distribucion escasa. (Standley, &
Steyermark, 1952).

Las plantas del género Piper son conocidas como cordoncillo y se les atribuyen
propiedades analgésicas, antirreumaticas, diuréticas, estimulantes, digestivas, antiulcerosas,
dermatoldgicas, antidiarreicas, antihelminticas y bactericidas (Cleaves, 2001; Orjala,
Wright, Rali, & Sticher, 1993; Séez, et al.,, 1998). Este género tiene ademas una
composicion quimica que incluye fenilpropanoides, lignanos, neolignanos, sesquiterpenos y
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monoterpenos como borneol, alcanfor, cineol, eugenol, safrol y una amplia variedad de
componentes bencénicos (Garcia, et al., 2007), también han sido aislados metabolitos
secundarios como alcaloides, chalconas, kawapironas, flavonas, aceites esenciales, amidas
y alcamidas entre otros (Soberdn, Rojas, Saavedra, Kato, & Delgado, 2006; Torres, &
Garcia, 2001).

4.3 Usos populares

En las regiones tropicales de México se consume la hoja santa o acuyo (Piper
auritum) por el aroma anisado y el sabor picante de sus hojas. P. amalago se exporta de
Meéxico a Brasil y se utiliza para aliviar el dolor de pecho y como agente antinflamatorio
(Rojas, 2009). En Polinesia, en forma de bebida ritual, se consume tradicionalmente la
planta denominada Kava-kava (Piper methysticum Forst). La bebida se obtiene al
premasticar la raiz y dejar fermentar el producto; se utiliza en ceremonias religiosas de las
comunidades de estas islas. Se argumenta que su consumo reduce la tension emocional y
acta en forma similar al Valium sin privar al consumidor del estado de alerta (Torres, &
Garcia, 2001). La pimienta negra, es la pequefia baya del fruto de Piper nigrum L., es la
especie mas usada como condimento en la preparacion de carnes y como preservante en la
preparacion de embutidos; ademas de sus numerosas aplicaciones culinarias, también se

utiliza en la medicina (Benitez, Lopez, & Romero, 2002).

4.4 Estudios en Guatemala
En Guatemala se han descrito aproximadamente 88 especies de Piper distribuidas
en diferentes regiones del pais, de las cuales se encuentra muy poca informacion quimica y
farmacoldgica (Céaceres, 1996).
En 2005 se realizé un estudio en el cual se identificaron cinco especies del género
Piper, de las cuales cuatro son nativas de Guatemala y se distribuyen principalmente en
Mesoamérica, dentro de éstas se mencionan: P jacquemontianum, P. hispidum, P. patulum,
P. auritum y P. aduncum con una distribucion mas amplia. De la extraccion del aceite
esencial y determinacion de rendimiento se obtuvo como resultado que la especie que
presenta mayor rendimiento es P. auritum (2.0%) seguida de P. aduncum (1.64%), P.
6



hispidum (0.46%), P. patulum (0.45%) y la de menor rendimiento es P. jacquemontianum
(0.3%). En estas especies de Piper se identificaron monoterpenos como componente
mayoritario. Mediante el tamizaje fitoquimico se identificaron flavonoides, saponinas,
principios amargos, alcaloides y aceite esencial en todas las especies, cumarinas
Unicamente en P. auritum y antraquinonas en muy poca cantidad en P. auritum, P.
aduncum, P. aeruginosibaccum y P. hispidum. La evaluacion de la actividad bioldgica se
realiz6 mediante el método de dilucidn y el método de difusion en disco, el cual resulté mas
efectivo en el caso de aceites esenciales. Se evalud la actividad de los aceites esenciales
contra bacterias y levaduras presentando actividad contra Mycobacterium smegmatis y B.
subtilis a una concentracion menor de 0.1 mg/mL, siendo P. aeruginosibaccum la que
presenta mayor actividad. La evaluacion contra Candida albicans, Cryptococcus
neoformans y E. coli no presentd crecimiento. Los aceites esenciales de Piper también
presentaron actividad contra Anopheles albimanus y Stegomyia aegypti) a una
concentracion menor de 0.5 mg/mL (Cruz, et al., 2005a).

En el afio 2008 se realizd una caracterizacion de extractos y aceites esenciales, y
evaluacion de la actividad bioldgica de hoja de P. jacquemontianum, P. oradendron y P.
umbellatum en donde todas las muestras presentaron alcaloides, flavonoides, antraquinonas,
saponinas, principios amargos, aceites volatiles, cumarinas y taninos, éstos ultimos, fueron
presentados Unicamente por la especie P. jacquemontianum, procedente de la Laguna de
Lachua. Los extractos de P. umbellatum (diclorometanico) y P. jacquemontianum
(diclorometanico y metandlico) presentaron actividad significativa (p<0.10) contra B.
subtilis, P. aeruginosa y M. smegmatis; el extracto de P. jacquemontianum
(diclorometéanico) present6é una Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de 0.5 mg/mL

contra B. subtilis y M. smegmatis (Gomez, 2008).

4.5 Descripcion de las especies seleccionadas
4.5.1 Nombre Cientifico

Piper auritum Kunth.



45.1.1 Sinonimias

Artanthe aurita (Kunth) Miqg.; A. caladiifolia Miqg; A. seemanniana Miq.; A.
sanctum Miq.; Piper alstonii Trel.; P. auritilaminum Trel.; P. auritulimbun Trel.; P.
heraldi var. concleanum Trel.; P. perlongipes Trel.; P. sanctum (Mig.); Schilleria aurita
(Kunth) Kunth (Duke, Bogenschutz-Godwin, & Ottesen, 2008; Gupta, 2008; Standley, &
Steyermark, 1952).

4.5.1.2 Nombres comunes

Cordoncillo, hoja de jute, juniapra, cafia de oro (Guatemala), anisillo, hoja de la
estrella, juniapa, koloko (Costa Rica), Santa Maria (Costa Rica, Honduras), acoyo, acullo
cimarron, hoja santa, yerba santa (México), xaclipur, xcakulam, xmacolan (Maya) (Duke,
Bogenschutz-Godwin, & Ottesen 2008; Standley, & Steyermark, 1952).

4.5.1.3 Descripcion botanica

Arbusto o arbol delgado, mas o menos de 6 m de altura. Hojas con peciolos de 4-10
cm de largo, aromaticos, alternas, lamina de 20-25 cm de largo, 12-30 cm de ancho,
ovalada a eliptica, muy desigual de la base. Inflorescencia libre de la base de la hoja,
pedinculo de 4-10 cm de largo, con bractea floral redonda a triangular con un borde
conspicuo de pelos blancuzcos. Fruto piramidal, alrededor de 0.5-0.8 mm de largo. Se
reconoce facilmente por las hojas delgadas y forma poco comdn con margen denso de pelos
cortos a lo largo del borde y el olor parecido a la zarzaparrilla (Smilax) cuando se estruja
(Gupta, 2008; Standley, & Steyermark, 1952).

4.5.1.4 Distribucion geogréafica y habitat

Se distribuye ampliamente desde México, Centroamérica, Colombia y algunas de
las islas del Caribe. Especie comdn en bordes de bosque y en sitios abiertos, matorrales, de
0-1200 msnm. En Guatemala se puede encontrar en Chimaltenango, Solola, Suchitepéquez,
Retalhuleu, Quetzaltenango y San Marcos (Gupta, 2008; House, et al., 1995; Morton, 1981,
Standley, & Steyermark, 1952).



4.5.1.5 Usos etnomédicos y modo de empleo

En Guatemala se hace referencia al uso de la hoja en decoccion y por via oral,
contra diversas afecciones: fiebre, hematoma, dolor de cabeza (Standley, & Steyemark,
1952). En Costa Rica se emplean las hojas frescas en forma tdpica, en diversas afecciones,
tales como: la sarna, dolor de cabeza, dolor abdominal y del corazén (Burger, 1971). En
Honduras se reportd el uso para combatir el dolor de muela, la debilidad, las inflamaciones,
la calentura y las hemorragias por heridas; contra la sarna se emplean las hojas y la raiz, en
forma de barfio; para el dolor de cabeza, se colocan las hojas sobre la cabeza y para el dolor
de muela se hacen enjuagues del cocimiento de la hoja (House, et al., 1995). En Nicaragua,
las hojas en infusion, por via oral, se emplean en diversas enfermedades: anemia, fiebre,
corazén, rifiones e higado (Stevens, Ulloa, Pool, & Montiel, 2001). En México las hojas
frescas en infusion se usan como emenagogo via oral (Rojas, 2009). En Panama, las hojas y
los tallos secos se emplean contra la gripe y como emenagogo (Duke, Bogenschutz-
Godwin, & Ottesen, 2008).

4.5.1.6 Actividad farmacoldgica y biologica

Se reporta la actividad antifingica contra Cladosporidium cucumerinum, asi mismo,
se reporta actividad antibacteriana del extracto acetonico de las ramas secas, contra
Neisseria gonorrhoeae, E. coli, P. aeruginosa, S. gallinarum, Sarcina lutea y
Staphylococcus aureus. El extracto acuoso mostré actividad antibacteriana contra: S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, Serratia marcescens y Shigella flexneri. Estudios
farmacoldgicos demuestran que el extracto de hoja y tallo tiene efecto espasmogénico en
ileon de cobayo. También se ha demostrado un efecto estimulante sobre el Gtero de rata y
efecto citotdxico. Estos dos efectos sugieren posibilidades de toxicidad y se debe tener
cuidado con su uso (Garcia, et al., 2007; Duke, et al., 2008).

4.5.1.7 Composicion Quimica
El aceite esencial del hojas de P. auritum contiene varios terpenoides (mono-,

sesqui- y diterpenos), tales como limonero, linalool, mirceno, canfeno, alcanfor, p-cemeno-



8-ol, p-sabineno, entre otros, y algunos flavonoides y fenilpropanoides. Estudio de tamizaje
preliminar muestra la presencia de alcaloides (Garcia, et al., 2007).

4.5.2 Nombre Cientifico

Piper jacquemontianum Kunth.

45.2.1 Sinonimias

P. aeruginosibaccum Trel.; P. citrifolium var. Cookii; P. onerosum Trel.; P.
praeterlatum Trel.; P. dimorphophyllum Trel. & Standl.; P. gentlei Trel.; P. nitidulifolium
Trel. & Standl.; P. kantelulense Trel. & Standl.; P. kantelulense var. gentlei Trel. & Standl.;
P. discolor Trel. & Standl.; P. emancipationis Trel. & Standl.; P. emancipationis var.
longum Trel. & Standl.; P. nitidulilaminum Trel. & Standl.; P. plumbeicolor Trel. &
Standl.; P. subcitrifolium C. DC.; P. jactatum Trel.; Cordoncillo pooczuyaax (Burger,
1971; Gupta, 2008; Standley, & Steyermark, 1952; Stevens, et al., 2001; Tebbs, 1993).

4.5.2.2 Nombres Comunes

Cordoncillo, pooczuyaax (Gupta, 2008).

4.5.2.3 Descripcion botanica

Arbustos de 2-3 m de alto, de ramas jovenes de color marrén, hojas de 10-22 cm de
largo y de 2-5 cm de ancho, angostamente lanceoladas o eliptico-ovaladas, brillante en la
parte superior, apice acuminado, base redondeada desigual, a veces ligeramente lobulado.
Nervadura con 3-5 venas secundarias derivadas sobre todo de la parte inferior de la
nervadura central, curvados hacia el apice. Peciolos de 6-16 mm de largo, invaginado en la
base, en ocasiones con una estructura similar a una ligula. Profilos de 10-20 mm de largo,
agudos, pubescentes. Inflorescencias de 4-8 cm de largo y 2-4 mm de ancho en el fruto,
pedunculos cortos y gruesos de 3-12 mm de largo. Presenta anteras de 0.2-0.4 mm de largo,
bracteas florales de 0.7-1 mm de ancho, semi-lunar o triangulares, densamente amarillo.

Frutos de 1-1.5 mm de ancho, ovoides, redondo desde arriba, con densa cubierta de pelos

10



marrones amarillentos, tres estigmas, lineal, con depresion en la parte superior de la fruta
(Standley, & Steyermark, 1952; Stevens, et al., 2001; Tebbs, 1993).

4.5.2.4 Distribucion geogréafica y habitat

Especie muy comin en matorrales o bosques humedos o mojados, a veces en los
bosques de pino, a una altura menor de 900 m. Ha sido reportada en Petén, Alta Verapaz,
Izabal, Escuintla, Santa Rosa (Standley, & Steyermark, 1952; Stevens, et al., 2001).

4.5.2.5 Usos etnomédicos y modo de empleo
Se utiliza para el dolor de estémago (digestivo), catarros, fiebre, dolor de cabeza,

dolor, diabetes, enfermedades renales y nerviosas (Cruz, et al., 2008).

4.5.2.6 Actividad farmacoldgica y bioldgica

El extracto etandlico de tiene una amplia actividad contra microorganismos a dosis
<1 mg/mL; en el tamizaje contra protozoos se encontrd potente actividad contra
Leishmania mexicana (24 pg/mL), Plasmodium falciparum (11 pg/mL) y Trypanosoma
cruzi (12 pg/mL) (Cruz, et al., 2005b).

El extracto diclorometanico posee actividad antibacteriana contra B. subtilis, M.
smegmatis, C. neoformans (Véliz, et al., 2006). Asi mismo, los extractos diclorometanicos
y metanolicos presentaron actividad antibacteriana contra B. subtilis, P. aeruginosa y M.
smegmatis (Gomez, 2007).

La infusion al 10 % de la hoja tiene actividad antiinflamatoria a dosis de 750 y 1000
mg/kg de peso corporal in vivo (Hernandez, 2007).

Su aceite esencial posee actividad citotdxica y larvicida contra A. albimanus y A.

aegypti (Cruz, et al., 2005c).
4.5.2.7 Composicion quimica
Las hojas contienen nerolidol, a-pineno y linalool (en un porcentaje elevado). El

aceite esencial de las hojas contiene citonelal, linalool (69.4%), nerolidol (8%) a-pineno
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(3.2%) y cineol, limoneno y citral, B-pineno, &-3-careno, bornileno, d-elemeno, 1,5

ciclodecadieno, B-cariofilenoy D-germacrano (Cruz, et al., 2005b).

4.5.3 Nombre cientifico

Piper oradendron Trel, & Standl

45.3.1 Sinonimias

No se encontraron.

4.5.3.2 Nombres comunes
Cordoncillo (Standley, & Steyermark, 1952).

4.5.3.3 Descripcion botanica

Arbusto de 1-2.5 m de alto, de ramas delgadas, densa y minuciosamente hispida,
entrenudos superiores cortos; peciolos delgados de 1-2 cm de largo, minuciosamente
hispidos, dilatados en la base; hojas delgadas como laminas, generalmente de color verde o
verde oscuro cuando estan secas, ligeramente brillantes, ovaladas o eliptico-ovaladas,
sobre todo de 13-18 cm de largo y de 6-9 cm de ancho, acuminadas abruptamente o
acuminadas a lo largo, oblicuas y desiguales visiblemente en la base, generalmente agudas
por un lado y obtuso o redondeado en el otro, por lo general bastante suaves al tacto;
pedunculos opuestos a las hojas de aproximadamente 6 mm (Standley, & Steyermark,
1952).

4.5.3.4 Distribucion geogréfica y habitat

Arbusto comun de las colinas y llanuras de la vertiente del Pacifico. Se halla en
matorrales o bosques mixtos de 1,200 msnm o menos. Hasta el momento es encontrada en
Izabal, Santa Rosa, Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez, Retalhuleu y San Marcos
(Standley, & Steyermark, 1952).
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4.5.3.5 Actividad farmacoldgica y bioldgica
Segin la revision en la base de datos Natural Products Alert Database
(NAPRALERT) no se encontrd estudios sobre su bioactividad.

4.5.3.6 Composicion quimica

Las hojas de P. oradendron contienen alcaloides, flavonoides, antraquinonas,
saponinas, principios amargos, aceite volatil y cumarinas. Los aceites esenciales contienen
B-pineno, germacreno e iso-espatulenol se presentan como mayoritarios y citonelal,

linalool, cineol, limoneno y citral (Cruz, et al., 2008; Martinez, 2009).

4.5.4 Nombre cientifico

Piper patulum Bertol.

45.4.1 Sinonimias
Piper marginatum Jacq.; P. quiriguanum Trel. & Standl (Standley, & Steyermark,
1952).

4.5.4.2 Nombre comln
Cordoncillo (Standley, & Steyermark, 1952).

4.5.4.3 Descripcion botanica
Es un arbusto delgado, de 2-3 m de altura, erecto, escasamente bifurcado, peciolos
delgados de 2.5-7 cm de longitud, invaginado por la mitad de su longitud o mas. Sus hojas
frescas son flacidas, caracteristica que disminuye posteriormente, finas y densas, de 10-20
cm de longitud y de 7.5-15 cm de ancho, delgada en punta y gruesa en la base, con I6bulos
basales alrededor, verde oscuro en la parte superior y palido en la parte inferior, con
aproximadamente nueve enervaciones delgadas, poco prominentes a diferencia de las venas
gue son bastante prominentes, pedinculos fuertes frente a las hojas, de 1 cm de longitud o
menos, puntos largos y delgados usualmente curvados ligeramente, de 12-16 cm de
longitud y de 2.5-3 mm de grosor (Standley, & Steyermark, 1952).
13



4.5.4.4 Distribucion geogréafica y habitat

Es una planta muy comdn en muchas regiones, especialmente en el Pacifico; se
encuentra en montafias a una altura menor de 1200 msnm o en bosques de tierras bajas; en
climas desde humedos a mojados, o bastantes secos; Alta Verapaz, Jutiapa, Santa Rosa,
Escuintla, Chimaltenango, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, Sur de México,
Honduras, El Salvador (Standley, & Steyermark, 1952).

4.5.4.5 Actividad farmacoldgica y biologica

Su aceite esencial de hojas posee actividad citotoxica contra nauplios de Artemia
salina, a una concentracion de 0.5 mg/mL y actividad antibacteriana contra M. smegmatis y
B. subtilis a 100 pg/mL (Cruz, et al., 2005c).

4.5.4.6 Composicion quimica

La hoja de P. patulum contiene alcaloides, flavonoides, antraquinonas, saponinas,
principios amargos, aceite volatil y cumarinas (Cruz, et al., 2008).

Su aceite esencial contiene a-pineno, B-pineno, a-terpineno, 1-metil-5-ciclohexano,
(+)-3-careno, a-terpinoleno, transanetol, p-cariofileno, miristicina, a-humuleno,
benzonitrilo, 1,6,10dodecatrien-3-ol, biciclogermacrano, trans-azarona, p-eudismol (Cruz,
et al., 2005c¢).

4.6 Particion liquido-liquido

La particion liquido-liquido es la técnica empleada para separar un producto
organico de una mezcla de reaccién o para aislarlo de sus fuentes naturales. Puede definirse
como la separacion de un componente de una mezcla por medio de un disolvente (Fuentes,
2007; Pietrzyk, & Frank, 1983).

En la préctica, es muy utilizada para separar compuestos organicos de las soluciones
0 suspensiones acuosas en las que se encuentran. El procedimiento consiste en agitarlas con
un disolvente organico inmiscible con el agua y dejar separar ambas capas. Los distintos
solutos presentes se distribuyen entre las fases acuosas y organicas, de acuerdo con sus

solubilidades relativas, de este modo, las sales inorganicas, practicamente insolubles en los
14



disolventes orgénicos més comunes, permaneceran en la fase acuosa, mientras que los
compuestos organicos que no forman puentes de hidrogeno, insolubles en agua, se

encontraran en la organica (Fuentes, 2007; Pietrzyk, & Frank, 1983).

4.7 Demostracion de la actividad antioxidante y biocida in vitro

La actividad biocida se refiere a la capacidad de una sustancia para causar la muerte
o inhibir la proliferacion de determinados organismos. Esta actividad puede ser detectada
por medio de una serie de ensayos bioldgicos in vitro (bioensayos). Los bioensayos han
sido empleados exitosamente en varios estudios realizados alrededor del mundo. Dentro de
la actividad biocida se encuentra la actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifingica)
y larvicida en las especies vegetales (Guerrini, et al., 2009; Lago, et al., 2009; Okunade,
Hufford, Clark, & Lentz, 1997; Repetto, & Sanz, 1993).

4.7.1 Determinacion de la actividad antioxidante

La excesiva oxidacion de biomoléculas da lugar a diversos dafios en el organismo.
Los radicales libres son responsables de enfermedades degenerativas como cancer,
enfermedades cardiacas, inflamacion, artritis, disfuncion cerebral, aceleracion del
envejecimiento, etc. (Fuentes, 2007; LOpez, Rojano, & Lobo, 2007; Pietrzyk, & Frank,
1983; Rivero, & Betancort, 2006).

Las plantas contienen una amplia variedad de compuestos con capacidad de atrapar
especies reactivas del oxigeno (vitaminas, carotenoides, alcaloides, aminas, betalainas e
incluso ciertos terpenoides), los metabolitos mas reconocidos por su actividad antioxidante
son los de naturaleza fendlica: &cidos fendlicos, flavonoides, quinonas, cumarinas,

lignanos, estilbenos y taninos (Murillo, Lombo, Tique, & Méndez, 2007).

4.7.1.1 Método de DPPH
El bioensayo in vitro, utilizado para evaluar la actividad antioxidante de los
extractos es la metodologia propuesta por Blois en 1958, la cual utiliza como indicador de
la actividad antioxidantes el a,a-difenil-p-picrilhidrazilo (DPPH), molécula que presenta un
radical libre estable que acepta un electrén de la muestra para aparearse. EI DPPH como
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radical libre en solucidn etandlica presenta un color violeta intenso cuando reacciona con la

muestra, el electron se aparea y la solucién cambia de coloracion (Pietrzyk, & Frank, 1983).

4.7.1.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo de decoloracion de radical
catiénico del reactivo acido: 2,2 -azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

Es reportado como un ensayo de decoloracion, aplicable tanto a antioxidantes
lipofilicos, como hidrofilicos, incluyendo flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides y
antioxidantes plasmaticos: El radical pre-formado monocation de (ABTS") es generado por
la oxidacién de ABTS con persulfato de potasio y es reducido en la presencia de
antioxidantes donadores de protones. Este ensayo mejora, en diversas formas, al ensayo
original (ensayo mioglobina férricay/ABTS) para la determinacion de la actividad
antioxidante. La quimica involucra la generacién directa del radical monocationico ABTS,
sin involucrar un radical intermedio. Es un ensayo de decoloracion, por tanto, el radical
cationico es pre-formado previo a su adicion al ensayo de sistemas antioxidantes, en lugar
de que la generacion del radical tome lugar continuamente en la presencia del antioxidante
(Re, et al., 1999).

4.7.1.3 Determinacion de fenoles totales mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de sustancias que poseen en
comdn un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos y que ocurren
frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de azlcar. Generalmente se
encuentran en forma de complejos, como polifenoles polimerizados o en forma de
pequefios mondémeros llamados &cidos fenolicos (Lock, 1994; Trease, 1991).

Los fenoles se comportan como antioxidantes, sustancias eliminadoras de radicales
oxigeno y que suprimen la oxidacion de las cadenas lipidicas por los radicales libres,
ademas, actian como antioxidantes en muchos sistemas bioldgicos. En general, su
actividad antioxidante es atribuida a la capacidad de los fenoles de formar, en primer lugar,
radicales fenoxil estabilizados por resonancia después de reaccionar con radicales peroxilo

o con la ferrilmioglobina (Laranjinha, Vieira, Madeira, & Almeida, 1995).
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Para determinar la presencia de fenoles en un extracto se ha utilizado generalmente
el reactivo de Folin-Ciocalteu el cual al reaccionar con los fenoles presentes en la solucion

puede medirse a una longitud de onda de 765 nm.

4.7.2 Determinacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se utiliza para evaluar la actividad inhibitoria de una
planta o0 sus derivados, la potencia de un compuesto, la susceptibilidad de un
microorganismo a concentraciones conocidas de una droga vegetal, el espectro de
microorganismos inhibidos y la concentracion de la droga en el organismo humano. Para
evaluar la actividad es preciso conocer el modelo microbiano perfectamente y tenerlo
controlado en las condiciones de laboratorio, ya sea por procedimientos in vitro o in vivo.
La medicion de esta actividad puede hacerse por métodos de difusion y dilucion. EI método
de difusion se usa como un procedimiento cualitativo, semicuantitativo y a veces
cuantitativo, generalmente los microorganismos son categorizados como resistentes,
intermedios o susceptibles para cada agente. EI método de dilucion se usa para determinar
la CIM que se requiere del agente antimicrobiano para inhibir o matar al microorganismo
(Benitez, 2008; Céceres, et al., 1998; CYTED, 1993; Espafia, Velez, & Caceres, 1994;
Mitscher, Leu, Bathala, Wu, & Beal, 1972; Mitscher, Drake, Gollapudi, & Okwute, 1987).

4.7.3 Determinacion de la actividad antifingica

Los procedimientos son similares a los antimicrobianos, el crecimiento de hongos
filamentosos inoculados en medios de cultivo adecuados es inhibido por las moléculas
bioactivas diluidas en el medio de Agar (Silva, et al., 2009).

El tamizaje consiste en evidenciar in vitro como un extracto, derivado de una droga
vegetal inhibe el crecimiento de un hongo en condiciones estandar, cuando se maneja una
concentracion previamente determinada conocida como punto de corte (entre 500-1000
mg/mL) (Re, et al., 1999).
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4.7.4 Determinacion de la actividad larvicida

Consiste en evaluar la actividad de los extractos vegetales para matar larvas de
insectos de importancia médica en un medio micrométrico liquido, utilizando larvas de S.
aegypti y A. albimanus. Los artropodos hematofagos presentan varios estadios con
caracteristicas morfologicas y fisioldgicas diferentes, estos estados de las larvas se pueden
enfrentar a diluciones de extractos para determinar su actividad larvicida en un modelo in
vitro usando una concentracion de 100 pg/mL para el tamizaje y concentraciones

decrecientes para determinar las dosis larvicida (Benitez, 2008; Silva, et al., 2009).
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5. JUSTIFICACION

El género Piper comprende 10 géneros y aproximadamente 1,400 a 2,000 especies y
presenta una extensa aplicacion etnobotanica en América Latina. Estudios previos han
demostrado que dichas especies poseen una gran diversidad biolégica y quimica. Los
aceites esenciales presentan diferentes tipos de moléculas como sesquiterpernos,
monoterpenos, arilpropanoides, motivo por el cual su estudio se convierte en una actividad
promisoria y de importancia.

Para esta investigacion se seleccionaron cuatro especies de este género, que se sabe,
presentan algunas actividades bioldgicas como antioxidante y biocida, siendo objeto de la
presente investigacion P. auritum, P. jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum. Este
estudio pretende proporcionar informacion sobre la actividad de fracciones organicas de las
cuatro especies en busqueda de sugerir el tipo de molécula involucrada al analizar la
actividad en sus particiones.

A pesar de la diversidad de estudios realizados sobre este género, todavia se
desconocen muchos de los principios activos a los que se les atribuye la actividad de estas
plantas; por lo que en este estudio también se pretende, a traves de la particion liquido-
liquido, definir cual de las particiones presenta mejor actividad terapéutica demostrada en
modelos in vitro (antioxidante, antimicrobiana, antifingica o larvicida). Estos datos

permitiran contribuir a la informacion de las monografias de las especies estudiadas.
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6. OBJETIVOS

6.1 General
Contribuir al estudio fitoquimico y biolégico de cuatro especies del género Piper

nativas de Guatemala.

6.2 Especificos

6.2.1 Realizar una particion liquido-liquido del extracto etandlico de cuatro especies de
Piper con disolventes de polaridad creciente.

6.2.2 Evaluar la actividad biocida y antioxidante, por tres procedimientos, de las
particiones de diferente polaridad de cuatro especies de Piper.

6.2.3 Determinar la CIM y la DLs de las particiones organicas de cuatro especies de Piper

que presenten una actividad positiva.
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7. HIPOTESIS

De las particiones del extracto etandlico de las cuatro especies de Piper

investigadas, al menos una de las particiones posee actividad biocida y antioxidante.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Universo de trabajo
8.1.1 Universo

Especies nativas de Guatemala del genero Piper usadas popularmente para el
tratamiento de enfermedades.
8.1.2 Poblacion

Extractos etandlicos de cuatro plantas del género Piper nativas de Guatemala a las
cuales se les atribuye una actividad antioxidante, antibacteriana, antifungica y larvicida.
8.1.3 Muestra

Particiones con hexano, acetato de etilo, metanol y etanol de P. auritum, P.

jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum.

8.2 Recursos

8.2.1 Recursos Humanos

8.2.1.1 Autoras
Br. Andrea Cristina Ovalle Morales
Br. Eva Maria Palacios Castafieda
Br. Keila Noemi Abdalla Mansilla

Br. Lesly Sarai Juarez Garcia

8.2.1.2 Asesor de trabajo de investigacion
Lic. Armando Céceres Estrada

8.2.1.3 Revisora del trabajo de investigacion

Licda. Isabel Cristina Gaitan Fernandez
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8.2.2 Recursos Fisicos
8.2.2.1 Instalaciones

Laboratorio de Bioensayos del Departamentos de Citohistologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
Laboratorio FARMAYA, S.A.

Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales (LIPRONAT) de la Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia.

8.2.2.2 Organismos de Experimentacion
8.2.2.2.1 Bacterias
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Mycobacterium smegmatis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi

Staphylococcus aureus

8.2.2.2.2 Hongos
Aspergillus flavus
Aspergillus oryzae
Aspergillus niger
Mycrosporum canis
Mycrosporum gypseum
Trychophyton mentagrophytes
Trychophyton rubrum

8.2.2.2.3 Larvas
Anopheles albimanus

Stegomyia aegypti

ATCC 6051
ATCC 25922
ATCC 607
ATCC 27853
ATCC 14028
ATCC 25923

ATCC 204304
ATCC 29293
ATTC 9029
ATCC 36299
C 115 2000
ATCC 9972

C 113 2000

MSPAS, Programa de Malaria
MSPAS, Programa de Malaria



8.2.2.2.4 Levaduras

Candida albicans ATCC 10231

Cryptococcus neoformans Cepa salvaje
8.2.2.3 Equipo

Agitador

Autoclave

Balanza analitica y semianalitica

Bafio de maria Biichi

Céamara de revelado

Campana bacteriol6gica con flujo laminar
Campana de extraccion de gases
Desecadora

Espectrofotometro Agilent 8453
Estereoscopio

Estufa eléctrica con agitador

Fuente de luz artificial

Incubadoras a 25°C y 37°C VWR™
Lampara de luz UV/VIS

Mechero

Microscopio

Percolador de acero inoxidable

Pipeta automatica de 100 a 1,000 pL
Pipeta automatica de 20 a 200 pL
Refrigeradora

Rotavapor Biichi

Sistema de enfriamiento o circulacion de agua

Vortex



8.2.2.4 Materiales
Algoddn
Asa bacterioldgica en argolla
Cajas de Petri cuadriplate y simples
Céamara de Neubauer
Cromatofolios de silica gel 60F254
Gradilla para tubos con capacidad de 10 mL
Jeringas estérilesde 1y 5 cc
Microplacas
Papel filtro
Papel parafilm
Pinzas de metal
Plantilla para siembra
Puntas amarillas de 200 pL
Puntas azules de 1,000 pL
Regla graduada en mm
Soporte metélico con aro
Viales

8.2.2.5 Cristaleria
Ampolla de decantacion
Balon volumétrico de diversos volumenes
Balones aforados de diversos volimenes
Campanillas de Durham
Erlenmeyers de diversos volumenes
Frascos de vidrio color ambar con tapadera de rosca
Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL y 10 mL
Probetas de diversos volimenes
Tubos con tapdn de rosca de 15 mL

Tubos de ensayo con capacidad de 10 mL



Vasos de precipitar

8.2.2.6 Reactivos
1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
Acido 2,2’-azin-obis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS)
Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trélox)
Acetato de sodio 0.2 M
Acido acético 0.2 M
Acido galico
Agua de chorro
Agua desmineralizada
Dextrosa
Dimetilsulféxido (DMSO)
Disolventes (hexano 1L, acetato de etilo 1L, metanol 1L, etanol 50%, 70%,
95%)
Etanol al 50% y 70%
Fosfato diacido de potasio
Hidroxido de sodio (NaOH)
Peptona
Persulfato potasico
Reactivo de Folin-Ciocalteu
Solucién de carbonato de sodio
Solucién salina

Sulfato de sodio

8.2.2.7 Medios de Cultivo
Agar-agar
Agar Mueller Hinton
Agar Saboraud
Caldo Tripticasa Soya
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8.3 Procedimiento

8.3.1 Obtencion del extracto etanolico (EE) por percolacion
8.3.1.1 Llenado del percolador (Re, et al., 1999)

Se colocé en un percolador, previamente limpio y seco, un poco de algodén en la parte
inferior y papel filtro cortado de acuerdo al diametro del percolador.

Se pesaron 200 g de materia vegetal a utilizar, de acuerdo al tamarfio del percolador.

Se humedecio el material vegetal con etanol para la extraccién, utilizando un vaso de
precipitar.

Se transfirié todo el material al percolador y se agregd etanol hasta cubrir el material
vegetal (hasta una pulgada sobre el nivel de materia vegetal).

Se dejo reposar 48 h para llevar a cabo la extraccion, lo cual dependio de la cantidad de
materia que se utilizo.

Se abrid la llave de la parte inferior y se dejé gotear el liquido a una velocidad adecuada.
Se recogio el percolado en un erlenmeyer y se agregd etanol extra, segin se
requerimiento, hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

Se presiono fuertemente el material sélido que quedo vy el liquido obtenido se afiadié al
percolado obtenido anteriormente.

Se concentré el liquido obtenido (menstruo) utilizando un equipo de rotavapor a
temperatura de 40°C y presién reducida.

Se repitio el procedimiento hasta que se agotd la droga con el disolvente recuperado

(Anexos, fotografia 4).

8.3.1.2 Concentracion en rotavapor (Re, et al., 1999)

Se verificd que estuvieran conectadas todas las conexiones eléctricas.
Se coloco el balon colector de solvente, asegurandolo con una pinza.
Se agreg6 agua destilada al bafio de calentamiento.
Se encendio el bafio y se mantuvo la temperatura entre 45°C, dependiendo del equipo
puede haber pérdidas de 10-20°C entre el bafio de calentamiento y el interior del bal6n
de evaporacion, en todo caso el balén de evaporacidén no debera tener una temperatura
mayor de 40°C.
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Se reviso que la llave de alimentacion del refrigerante esté cerrada.

Se llend el balén con el percolado hasta la mitad.

Se coloco el balon con la muestra y se sujetd al vastago con la llave correspondiente.

Se encendio el boton que permite girar el balon que contiene la muestra a una revolucién
adecuada (50 a 80 revoluciones).

Se conecto un sistema de enfriamiento (bomba de agua) y se agrego hielo a la hielera, se
dejo enfriar aproximadamente 5 min.

Se mantuvo siempre el refrigerante frio, cambiando regularmente los hielos.

Se encendi6 la bomba de vacio durante el tiempo necesario para iniciar la destilacion.

Se apago la bomba de vacio cuando inici6 la destilacion.

Se encendié la bomba de vacio cuantas veces fue necesario hasta que se agoto el
disolvente del balén de evaporacion o ya no destilé ningun liquido (Anexos, fotografia
4).

8.3.2 Obtencion de particiones hexanica (PH), acetato de etilo (PA), etandlica (PE) a

partir de particion liquido-liquido (Fuentes, 2007)

Se macerd o extrajo usando un disolvente inicial de amplio espectro (etanol).

Se manejo la ampolla de decantacion con ambas manos, con una se sujeto el tapon,
asegurandolo con el dedo indice y con la otra se manipuld la llave.

Se coloco en posicion normal el embudo, se retird el tapon y se depositd por la parte
superior el extracto en etanol, seguido por los disolventes organicos: hexano y acetato de
etilo.

Se coloco de nuevo el tapdn y se aseguro con el dedo indice.

Se invirtié el embudo y se abrio la llave para eliminar la presion de su interior, se agit6
con suavidad durante uno o dos segundos y se abrié de nuevo la llave; cuando dejé de
aumentar perceptiblemente la presion en el interior, se aseguro el tapon y la llave y se
agito enérgicamente durante uno o dos minutos; se puso de nuevo en contacto con la
atmosfera a través de la llave, se volvio a cerrar ésta y se apoyd, ya en posicion normal,

en el soporte metalico (Anexos, fotografia 6).
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« Se destap0 y se dejo en reposo hasta que fue nitida la separacion entre las dos capas de
liquido (en la parte inferior debe tenerse siempre un vaso de precipitados de gran tamafio
con objeto de poder recoger todo el liquido en caso de que el embudo se rompiese por
accidente).

« Se sacO la parte inferior de las fases separadas por la llave y la superior por la boca,
previniendo asi posibles contaminaciones.

« Se realizaron como minimo tres extracciones.

8.3.3 Actividad antioxidante
8.3.3.1 Actividad antioxidante total mediante el reactivo de DPPH (Lépez, et al., 2007;
Murillo, et al., 2007; Rivero, & Betancort, 2006)

8.3.3.1.1 Solucién de DPPH 500 puM en metanol
« Se pesaron 10.95 mg de reactivo de DPPH y se disolvieron en 50 mL de metanol. Se
agito la solucién y se conservé en un recipiente color ambar. Se debe preparar el dia que

se va a utilizar.

8.3.3.1.2 Amortiguador de acetato
« Se prepar6 una solucion acuosa de acetato de sodio 0.2 M y 19 mL de acetato de sodio
0.2 M; se llevé a pH 6.0 mediante NaOH 6N (se prepar6 disolviendo 24 g de NaOH en

100 mL de agua desmineralizada).

8.3.3.1.3 Preparacion de los tubos de reaccion
Se prepararon tubos de vidrio recubiertos con papel de aluminio:
« Blanco de control: 1 mL de amortiguador de acetatos + 2 mL de metanol.
« Control: 1 mL de amortiguador de acetatos + 1.5 mL de metanol + 0.5 mL de Solucion
DPPH.
. Blanco de ensayo: 1 mL de amortiguador de acetatos + 1.9 mL de metanol + 0.1 mL de

muestra.
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« Ensayo: 1 mL de amortiguador de acetatos + 1.4 mL de metanol + 0.5 mL de solucion
DPPH + 0.1 mL de muestra.

. Se agitaron los tubos preparados en un vortex durante 30 seg y se incubaron a
temperatura ambiente, protegidos de la luz durante 30 min. Se leyo las absorbancias de
cada tubo a una longitud de onda de 517 nm (siempre se debe leer la absorbancia del
control y del ensayo versus el blanco respectivo). Se realizaron los ensayos por

triplicado (Anexos, fotografia 8).

8.3.3.1.4 Preparacion de la curva de lectura

« Se realizaron las siguientes diluciones del extracto con metanol: 1:5, 2:3, 3:2, 4:1 y 5:0.
Las mediciones de cada dilucién se realizaron siguiendo el paso de la preparacion de
tubos de reaccion. Cada dilucion correspondié a una muestra. Se realizaron los ensayos

de las diluciones por triplicado.

8.3.3.1.5 Registro de los resultados de la curva y célculo del porcentaje de inhibicion de la

absorbancia.

« Se leyo dos veces la absorbancia, se calcul6 el promedio y el porcentaje de inhibicion de
la concentracion, utilizando la siguiente formula:

Absorbancia del control- absorbancia de la dilucion * 100 = %

Absorbancia del control

8.3.3.1.6 Calculo de la concentracién de la materia seca vegetal.

« Se determind el peso de la planta en freso, peso seco y el volumen final del extracto
obtenido. Se determind la concentracion de la materia seca vegetal utilizando la
siguiente férmula:

Peso en fresco * Peso seco = g/mL * 100 mg/mL = mg/mL

Volumen final
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8.3.3.1.7 Calculo de la concentracién de inhibicién al 50% (ICsp)

Los datos utilizados para el calculo de la regresion lineal fueron: dilucion, porcentaje de
inhibicidn de la concentracion y concentracion de materia seca vegetal. Se determind la

concentracion por medio de regresion lineal.

8.3.3.2 Actividad antioxidante por el método ABTS (Re, et al., 1999)

Se obtuvo el radical a través de la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico
(2.45 mM) incubados a temperatura ambiente (25°C) y en la oscuridad por 16 h, ya
formado el radical ABTS’, se diluyd con etanol absoluto hasta obtener un valor de
absorbancia comprendido entre 0.70+0.02, a una longitud de méaxima absorcion de 734
nm.
Se diluyd el extracto con 2 mL de etanol absoluto, a 20 L de esta solucidn se afiadieron
980 pL de dilucion del radical ABTS™ y se midi6 la absorbancia del blanco y del extracto
al minuto 1 y al minuto 7 (Anexos, fotografia 9).
Para conocer la capacidad antioxidante de los extractos se elaboraron curvas estandar de
antioxidante sintético de referencia: trélox, quercitina, rutina, TBHQ, vitamina C y
vitamina E.
Se ensay0 trélox, a una concentracion de 0-15 puM, que es la concentracion final en
etanol, bajo las mismas condiciones.
Se calcul6 la regresion lineal y se obtuvieron las ecuaciones de la curva. Se expresaron
los resultados en TEAC (actividad antioxidante equivalente a trélox), la cual representd
la concentracion de solucion de trolox que tiene la misma capacidad antioxidante que el
extracto. Los valores de TEAC se determinaron de la siguiente forma:

AAgoiox= (AT =0 tr61ox — AT = 6 trolox) — AAsolvente (0—6 min)

AAireiox= m[trélox]

TEACextracto= (AAextracto/M)d

Donde AA = reduccion de la absorbancia, A = absorbancia al tiempo dado, m =

pendiente de la curva estandar, [tr6lox] = concentracion de trélox, d = factor de dilucion.
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8.3.3.3 Determinacion de fenoles totales mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Laranjinha, et al., 1995; Lock, 1998; Trease, 1991)

8.3.3.3.1 Solucion de carbonato de sodio anhidro (Na,CO3) al 10% p/v

Se pesaron en balanza analitica 10 g de carbonato de sodio anhidro con una espatula
plastica y se disolvieron en 100 mL de agua desmineralizada. La solucion se agitd y se

conservo en un recipiente color ambar.

8.3.3.3.2 Soluciodn de &cido galico anhidro (C7HgOs) 1 mg/mL

Se pesaron 8 mg de acido galico anhidro en una balanza analitica y se disolvieron en 8
mL de agua desmineralizada.
Se diluydé 10X, es decir, se realiz6 una dilucion 1:10 (1 mL de la solucién de acido

galico 1 mg/mL en 9 mL de agua), se conservo en un frasco color &mbar.

8.3.3.3.3 Preparacion de los tubos de reaccion y de la curva de lectura

Se prepard una serie de tubos que contenian los reactivos que se citan en la tabla
posterior.

Los tubos rotulados como muestra 1 a y muestra 1 b fueron tubos que contenian la
misma muestra con distintos volimenes.

Se agitaron los tubos en un vortex durante 30 seg, luego se incubaron en el bafio de
Maria en un rango de 90-100°C durante 1 min.

Se dejaron enfriar y se leyd la absorbancia de cada uno de ellos, a 765 nm. Se realizé el

ensayo por triplicado.

H,0 (ML) Acido gélico (uL) Sol. 1 Reactivo Folin- Na,CO3 10%

2 Hg/10pL Ciocalteu (mL) (mL)
Blanco 4.000 0 0.4 0.8
Patron 1 3.975 25 0.4 0.8
Patron 2 3.950 50 0.4 0.8
Patron 3 3.900 100 0.4 0.8
Patrén 4 3.850 150 0.4 0.8
Patron 5 3.800 200 0.4 0.8
Patron 6 3.750 250 0.4 0.8
Muestra 1l a 3.950 50 0.4 0.8
Muestra 1 b 3.900 100 0.4 0.8
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8.3.3.3.4 Registro de los resultados de la curva y célculo de la concentracion de fenoles
expresado en pg equivalente de acido galico por gramo de peso seco

« Se registraron los valores obtenidos de la curva, con base en la siguiente tabla:

Concentracion pg

Dilucién o Medicion de Medicion de Promedio de (Equivalentes de Acido
control absorbancia 1 absorbancia 2 absorbancias quiv gélico) !
Blanco N/A
Patron 1 2.5
Patron 2 5.0
Patron 3 10.0
Patron 4 15.0
Patron 5 20.0
Patrén 6 25.0

. Seestimo la media de la absorbancia 1y 2, en la casilla promedio de absorbancias.

. Serealizo la regresion lineal de los datos de la curva de calibracion, graficando en el eje
de las abscisas (y) el promedio de las absorbancias y en el eje de las ordenadas (x) la
concentracion en pg equivalentes de acido gélico.

« Se registraron los datos de la muestra utilizando la siguiente tabla:

Extracto
Repeticion No. Muestra 1l a Muestra 1l b
Absorbancia Absorbancia
1
2
Media
Concentracion en pg Concentracion en pg
(Equivalentes de acido galico/ mg  (Equivalentes de &cido galico/
peso seco mg peso Seco
Media

. Se obtuvo la media de las absorbancias de la muestra y se determiné la concentracion de
la muestra utilizando la ecuacion de la linea recta, despejando “x”.

« El resultado asi obtenido se utilizé para calcular los pug equivalentes de acido galico/mg
peso seco.

« Serealizé el célculo de la siguiente forma:

Mg equivalente de &cido = Resultado obtenido en la ecuacion de la linea recta ()

galico/mg peso seco Volumen medido (mL) * g pesoseco * 1000 mg

mL extracto 1lg
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8.3.4 Actividad biocida

8.3.4.1  Actividad antimicrobiana (Burlingame, & Reddish, 1973; Céceres, LOpez,
Gonzalez, Berger, & Tada, 1988; CYTED, 1993; Espafia, et al., 1994; Mitscher, et al.,
1987; Mitscher, et al., 1972; Re, et al., 1999)

8.3.4.1.1 Disolucion del extracto

En una balanza analitica se pesaron 30 mg de extracto a ensayar y se disolvieron en 3
mL de etanol al 50% (se hicieron céalculos para determinar el volumen de extracto
necesario para realizar el ensayo).

Se agitd en un vortex hasta que se disolvio bien (si no se disuelve, utilizar un sonicador).
En el caso de extractos con disolventes apolares agregar 25 pL de DMSO.

Se filtré el extracto.

8.3.4.1.2 Filtracion de extracto

Se trabajé la filtracion en una campana de flujo laminar (previamente limpia, ver PEO
de limpieza de campana).

Se aspird el extracto utilizando una jeringa estéril de 5 mL.

Se desenrosco la aguja y se enrosco en la jeringa el filtro de 0.45 um de didmetro.

En un frasco estéril se recibio el filtrado haciendo pasar la disolucion del extracto por el

filtro lentamente.

8.3.4.1.3 Preparacion de agar-planta para tamizaje

Se prepararon tubos con 9.0 mL de agar Mueller Hinton (dos tubos por cada extracto o
compuesto a trabajar).
Se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min, se dejaron enfriar a 50°C.
En cajas de Petri simple se agreg6 1.0 mL de solucién del extracto y particion, filtrados
(los cuales debian tener una concentracion de 10 mg/mL) y los 9 mL de agar Mueller
Hinton.
Se taparon las cajas y se homogenizaron con movimientos circulares. La concentracion
final que se obtuvo, en cada una de ellas, fue de 1 mg/mL.
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Se dejaron solidificar y se incubaron a 36°C por 24 h, para comprobar esterilidad.

Se guardaron en refrigeradora hasta el momento de usar.

8.3.4.1.4 Preparacion del indculo de bacterias y levaduras

Se purificaron los microorganismos a ensayar inoculandolos en cajas de Petri con agar
Tripticasa Soya, se incubaron a 36°C durante 24 h para bacterias y 48 h para levaduras.
Se inoculé una asada del cultivo puro microbiano, en tubos con 5.0 mL de caldo
Tripticasa Soya, se incubaron a 36°C durante 24 h para bacterias y 48 h para levaduras.
Bacterias: se diluyeron 0.05 mL de la suspension anterior en 4.95 mL de solucién salina
esteril (dilucion 1:100).

Levaduras: se diluyeron 0.5 mL de la suspension anterior en 4.5 mL de solucion salina
estéril (dilucién 1:10).

8.3.4.1.5 Demostracion de la actividad antibacteriana

Se inoculé en las cajas con agar-planta una asada de cada uno de los microorganismos
siguiendo el patrén de la plantilla. Se realizaron cuatro repeticiones por microorganismo.
Se dejaron reposar durante 5-10 min y se incubaron a 36°C durante 24 h para bacterias y
48 h para levaduras.

Se utiliz6 como control negativo de actividad antibacteriana, 9 mL de Agar Mueller
Hinton mezclado con 1 mL de etanol al 50%.

Se utilizé6 como control positivo de actividad antibacteriana, diluciones del antibidtico

amoxicilina/acido clavulanico, hasta obtener CIM (Anexos, fotografia 10).

8.3.4.1.6 Lectura e interpretacion de resultados

Si hay crecimiento homogeéneo a lo largo del in6culo = actividad negativa
Si no hay crecimiento homogéneo a lo largo del inoculo = actividad positiva.

Presencia de microorganismos fuera de la inoculacion = contaminacion.
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8.3.4.1.7 Demostracion de la CIM

Se preparo el indculo de bacterias y levaduras como se indicé con anterioridad.
Se prepararon tubos con 3.6, 3.8, 3.9, 4 mL de agar Mueller Hinton.
Se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min, se dejaron enfriar a 50°C y se
agrego la solucion del extracto disuelto (concentracion de 10 mg/mL) en una caja
cuadriplate de la siguiente manera:
3.6 mL de agar + 0.4 mL de la solucién de extracto= 1.0 mg/mL
3.8 mL de agar + 0.2 mL de la solucién de extracto= 0.5 mg/mL
3.9 mL de agar + 0.1 mL de la solucion de extracto= 0.25 mg/mL
Se dejo un cuadrante con 4.0 mL de agar como control negativo.
Se dejaron solidificar y se incubaron a 36°C por 24 h, para comprobar esterilidad.
Se guardaron en refrigeracion hasta el momento de usar.
Se inocularon tres estrias en cada uno de los cuadrantes y se incubaron a 36°C durante
24 h para bacterias y 48 h para levaduras (Anexos, fotografia 11).

8.3.4.1.8 Lectura e interpretacion de resultados

Se determind la CIM, observando en qué concentracion del extracto, se inhibio el
crecimiento de la bacteria, guiandose por los siguientes parametros.

Si hay crecimiento homogéneo a lo largo del indculo = actividad negativa.

Si no hay crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo = actividad positiva.

Presencia de microorganismos fuera de la inoculacion = contaminacion.

8.3.4.2 Actividad antifingica (Brancato, & Golding, 1983; Burlingame, & Reddish, 1973;
Céceres, Lopez, Juarez, del Aguila, & Garcia, 1993; MacCarthy, Pitts, Gunawardana,
Kelly-Borges, & Pomponi, 1992; MacRae, Hudson, & Towers, 1988; Re, et al., 1999;
Vanbrenseghem, De Vroey, & Takashio, 1970)
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8.3.4.2.1 Disolucidn del extracto

* En una balanza analitica se pesaron 30 mg de extracto a ensayar y se disolvieron en 3
mL de etanol al 50% (hacer calculos para determinar el volumen de extracto necesario
para realizar el ensayo).

» Se agitd en un vortex hasta que se disolvid bien (si no se disuelve, utilizar un sonicador).
En el caso de extractos con disolventes apolares agregar 25 pL de DMSO.

» Se filtrd el extracto.

8.3.4.2.2 Filtracion de extracto

» Se trabajo la filtracién en una campana de flujo laminar (previamente limpia, ver PEO
de limpieza de campana).

» Se aspird el extracto utilizando una jeringa estéril de 5 mL.

+ Se desenrosco la aguja y se enrosco en la jeringa el filtro de 0.45 um de diametro.
En un frasco estéril se recibio el filtrado haciendo pasar la disolucion del extracto por el

filtro lentamente.

8.3.4.2.3 Preparacion de agar-planta para tamizaje

» Se prepararon tubos con 13.5 mL de agar Sabouraud.

» Se esterilizaron en autoclave durante 15 min a 121°C, se dejaron enfriar a 50°C y se
agregaron 1.5 mL del extracto de la planta a probar (Dilucion 1:10), se agitd. La
concentracion final que se obtuvo es de 1 mg/mL.

» Se vertieron en cajas de Petri estériles, se dejaron solidificar, se abrieron cuatro
agujeros con campanillas de Durham de 5 mm de didmetro (en forma equidistante) y se

incubaron a 36°C durante 24 h para chequear esterilidad.

» Se guardaron en refrigeracién hasta el momento de su uso.

8.3.4.2.4 Preparacion de indculo de hongos filamentosos
« Se prepard medio de esporulacion Takashio (Sabouraud modificado para produccion de

esporas) con los siguientes ingredientes:
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Dextrosa 069

NaSO4 039

KH,PO, 0.3g

Peptona 0.3¢g

Agar-agar 6.09g

Se agregaron a 300 mL de agua, se disolvieron, se vertieron 6 mL en tubos con tapon de
rosca, se esterilizaron en autoclave y se dejaron solidificar con el mayor declive posible.
Se incubaron por 48 h a 25°C para descartar contaminacion.

Se sembraron en este medio los hongos a ensayar y se incubaron a 27°C durante 21 dias,
hasta obtener un crecimiento homogéneo (aproximadamente 15 dias).

Se agregaron 2 mL de agua destilada estéril a cada tubo y se desprendio6 el hongo con
ayuda de una varilla.

Se trasvaso el material obtenido a viales con tapa de rosca. Se agit6 1 min en agitador y

se realiz6 un conteo de esporas en cdmara de Neubauer.

5
La suspension se estandarizd a 100 esporas/uL, que es igual a 1x10 esporas/mL
(aproximadamente 10 esporas/cuadrante) y se almacend en viales estériles en

refrigeracion a 4°C.

8.3.4.2.5 Demostracién de la actividad antifingica

Se inocularon 30 puL de la suspension de esporas en los agujeros del agar-planta. Se
incubaron a 27°C por 14 dias.

Se utiliz6 como control negativo de actividad antiflngica, 13.5 mL de Agar Sabouraud
mezclado con 1.5 mL de alcohol al 70%.

Se utiliz6 como control positivo de actividad antifngica, 13.5 mL de Agar Sabouraud

mezclado con 1.5 mL de diluciones del antimicético fluconazol.

8.3.4.2.6 Lectura e interpretacion de resultados

Se midi6 el diametro de la colonia del hongo en mm.
Se calculd el porcentaje de inhibicion, comparando el diametro contra el de las colonias

en las cajas control.
38



Se tomd como positivo el extracto que reduce el diametro de la colonia en 75% (Anexos,
fotografia 12).

8.3.4.2.7 Demostracion de la CIM

Se preparo el indculo de hongos filamentosos como se indico con anterioridad.
Se prepararon tubos con 13.5 mL de agar Sabouraud.
Se esterilizaron en autoclave durante 15 min a 121°C, se dejaron enfriar a 50°C y se
agregaron 1.5 mL de la dilucion respectiva, del extracto de la planta a probar, se
agitaron. Se prepararon las diluciones con la siguiente férmula:

V1=0CV,

Ci

Donde V3= volumen necesario del extracto, C,= concentracion necesaria (1.0 mg/mL,

0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.0625, respectivamente y hasta donde sea

necesario seguir diluyendo), V, = 1.5 mL, C; = concentracion a la que se encuentra el

extracto. Posteriormente, restar a 1.5 mL, el volumen necesario del extracto y ese sera el

volumen del diluyente, el cual es la misma sustancia que se utilizé para preparar el extracto

0 particion.

Se vertieron en cajas de Petri estériles, se dejaron solidificar, se abrieron cuatro agujeros
con campanillas de Durham de 5 mm de didmetro (en forma equidistante) y se incubaron
a 36°C durante 24 h para chequear esterilidad.

Se guardaron en refrigeracion hasta el momento de su uso.

Se inocularon 30 uL de la suspension de esporas en los agujeros del agar-planta. Se
incubaron a 27°C por 14 dias.

Se utilizé como control negativo de actividad antifngica, 13.5 mL de Agar Sabouraud

mezclado con 1.5 mL de alcohol al 70%.

8.3.4.2.8 Lectura e interpretacion de resultados

Se determind la CIM, observando en que concentracion del extracto se inhibe el
crecimiento del hongo.
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8.3.4.3 Actividad larvicida (Re, et al., 1999)
8.3.4.3.1 Cultivo de larvas de S. aegypti y A. albimanus

Se coloco en un vaso de precipitar 200 mL de agua del chorro y se dejo reposar por 48 h.
Se agregaron aproximadamente 40 mg de huevecillos de S. aegypti y A. albimanus.

Se incubd por 24 h a temperatura ambiente.

8.3.4.3.2 Determinacion de la actividad larvicida

En la balanza analitica se pes6 1 mg del extracto a ensayar y se disolvié en 1 mL de agua
de chorro reposada. Se disolvié completamente con un vértex.

En la microplaca, se agregaron por triplicado (en tres pozos diferentes) 100 pL del
extracto disuelto y 100 puL de agua de chorro reposada con 10-15 larvas.

Se incubaron a temperatura ambiente (25-28°C) en un lugar oscuro durante 24 h.

Se contaron en el estereoscopio o microscopio el nimero de larvas muertas y se
determind la CL;go (concentracion letal al 100%).

Se utilizé como control negativo de actividad larvicida, un pozo con 100 uL de agua de
chorro reposada, con 10-15 larvas.

Se utiliz6 como control positivo de actividad larvicida, un pozo con 100 pL de
diluciones de larvicida temephos® (Anexos, fotografia 13).

8.3.4.3.3 Lectura e interpretacion de resultados

La prueba de tamizaje es positiva si todas las larvas estdn muertas.
Si el porcentaje de larvas muertas es del 100% calcular la CLigo, para ello repetir la
prueba utilizando dosis de 0.5, 0.15 y 0.124 mg/mL.

40



8.4 Disefio de la investigacion

8.4.1 Tipo de estudio
Se realizd un estudio experimental de tipo descriptivo

8.4.2 Variables
Independiente: particiones del extracto etandlico de las cuatro especies de Piper.
Dependiente: actividad biocida y antioxidante in vitro de las particiones del

extracto etanolico de las cuatro especies de Piper.

8.5 Analisis estadistico
Se realiz6 un estudio en el cual se determiné la actividad biocida (antimicrobiana,
larvicida y antifingica) y antioxidante de las particiones de los extractos de las cuatro

especies de Piper.

8.5.1 Actividad antioxidante

Se realizaron tres réplicas por conveniencia de cada particion del extracto etandlico
y de los estandares de los siguientes ensayos: Determinacion de la actividad antioxidante
por DPPH, ABTS y fenoles totales. Se calcularon las medidas de tendencia central: media;
y medidas de dispersion: desviacion estandar. Se calculd la concentracion de inhibicién al
50% (Clsp) por medio de regresion lineal de la actividad antioxidante por DPPH. Se
compard la capacidad antioxidante equivalente de trélox de cada particion del extracto para

hacer un analisis de forma descriptiva.

8.5.2 Actividad antimicrobiana
El disefio del estudio fue de bloques completos al azar. Se realizé totalmente al azar
con cuatro replicas, se tomaron como tratamientos los extractos de las plantas,
posteriormente se determino la CIM. El orden de las estrias fue al azar, para los
microorganismos seleccionados S. aureus, S. typhi, M. smegmatis, B. subtilis, P.
aeruginosa, C. albicans, C. neoformans y E. coli. El anélisis de resultados se realiz6 por
medio de la prueba de hipdtesis binomial, con un nivel de significancia o = 0.10, para
concluir que el extracto tiene efecto debe haber inhibicion en las cuatro réplicas.
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8.5.3 Actividad antifingica

El disefio del estudio fue de bloques incompletos al azar. Se realizaron cuatro
replicas, se tomd como tratamiento los extractos de las plantas. El analisis de resultados se
realizd por medio de la prueba de hipodtesis binomial, con un nivel de significancia a =

0.10, para concluir que el extracto tiene efecto debe haber inhibicion en las cuatro replicas.

8.5.4 Actividad larvicida

El disefio del estudio fue cuantal. El analisis se realizd determinando la CLjg
(concentracion letal al 100%), por medio de regresion no lineal por transformacién probit,
con un intervalo de confianza del 95%. La prueba de tamizaje se tom6 como positiva si

todas las larvas se hallaban muertas.
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9. RESULTADOS

9.1 Preparacion de extractos

Basados en estudios preliminares con especies del género Piper que presentaron
actividad biocida y antioxidante (Cruz, et al., 2005c; Véliz, et al., 2006) se eligieron cuatro
especies (P. auritum, P. jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum) para su analisis. El
material vegetal fue colectado en La Ecoparcela “El Kakawatal” Samayac, Suchitepéquez,
ubicada a 14°33°07.9’ latitud norte y a 91°28°00.4”" longitud oeste, a una altura de 480
msnm.

El mayor rendimiento se obtuvo en el extracto etandlico de P. patulum (30.78%).
De las particiones liquido liquido (hexano, acetato de etilo y etanol) los mejores
rendimientos se obtuvieron en etanol para P. patulum (60.60%) y en acetato de etilo para P.
auritum (35.4%), P. jacquemontianum (20.0 %) y P. oradendron (8.2%) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Rendimiento de extractos y sus particiones

Especie Extracto/Particion Disolvente Rendimiento (g) Rendimiento (%)
P. auritum Extracto Etanol 89.10 44.60
Particion Hexano 2.00 5.00
Particion Acetato de etilo 14.20 35.40
Particion Etanol 7.60 18.90
P. jacquemontianum Extracto Etanol 49.21 24.00
Particion Hexano 4.90 16.33
Particion Acetato de etilo 6.00 20.00
Particién Etanol 5.60 18.50
P. oradendron Extracto Etanol 54.69 27.34
Particién Hexano 2.00 490
Particion Acetato de etilo 3.30 8.20
Particién Etanol 16.80 42.00
P. patulum Extracto Etanol 61.56 30.78
Particion Hexano 2.90 7.30
Particion Acetato de etilo 3.00 7.50
Particion Etanol 24.30 60.60

Fuente: Datos experimentales.

9.2 Actividad antioxidante
9.2.1 Determinacion de la actividad por CCF (revelador DPPH)
Para demostrar la actividad antioxidante, previo a realizar los métodos cuantitativos,
se utilizé el método cualitativo por medio de la CCF con revelador de DPPH; asi mismo, se
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analizaron cuatro estandares TBHQ, -caroteno, quercitina y rutina, los cuales se utilizaron
para comparar los resultados de cada uno de los extractos y sus respectivas particiones
(Anexos, fotografia 7).

Todos los extractos y sus particiones presentaron actividad antioxidante, en la

mayoria de los casos mejor que el estandar de B-caroteno (Cuadro 2).

Cuadro 2. Actividad antioxidante demostrada por CCF con revelador DPPH

Especie Extracto/Particion Disolvente Actividad antioxidante Resultado
P. auritum Extracto Etanol ++ Positivo
Particién Hexano + Positivo
Particién Acetato de etilo ++ Positivo
Particién Etanol + Positivo
P. jacquemontianum Extracto Etanol ++ Positivo
Particién Hexano + Positivo
Particién Acetato de etilo +++ Positivo
Particién Etanol ++ Positivo
P. oradendron Extracto Etanol ++ Positivo
Particién Hexano + Positivo
Particién Acetato de etilo ++++ Positivo
Particién Etanol ++ Positivo
P. patulum Extracto Etanol +4+++ Positivo
Particién Hexano ++ Positivo
Particién Acetato de etilo ++++ Positivo
Particion Etanol ++++ Positivo
TBHQ +++ Positivo
B-Caroteno Estandares + Positivo
Quercitina +++ Positivo
Rutina +++ Positivo

Fuente: Datos experimentales; TBHQ: Terbutilhidroquinona

9.2.2 Determinacion de la actividad por el reactivo de DPPH

Los extractos fueron evaluados por el método macrocolorimétrico cuantitativo de
reduccion del DPPH, a una longitud de onda de 517 nm; asi mismo, se analizaron los
estandares quercitina, rutina, TBHQ, vitamina C y vitamina E, los cuales se utilizaron para
comparar los resultados de cada uno de los extractos y sus respectivas particiones (Anexos,
fotografia 8).

En el Cuadro 3, el extracto etanolico de P. patulum fue el que presentdé mayor
actividad antioxidante (Clsp 1.56+0.0332 mg/mL); aunque dos de sus particiones

demostraron mayor actividad, la particion en acetato de etilo (Clsg 1.06+0.0231 mg/mL),
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siendo mejor que TBHQ y vitamina E y la particion en etanol (Clsp 1.50+£0.0363 mg/mL),
siendo mejor que vitamina E.

El extracto etandlico de P. jacquemontianum presentd una actividad antioxidante
moderada (Cl503.53£0.1392 mg/mL); de sus particiones, la particion en etanol demostrd
similar actividad (Cl503.45+0.2108 mg/mL).

El extracto etandlico de P. oradendron presentd una actividad antioxidante baja
(Cl508.32+0.0325 mg/mL); aunque dos de sus particiones demostraron mayor actividad, la
particion en acetato de etilo (Clso 2.41+0.0232 mg/mL), siendo mejor que vitamina E y la
particion en etanol (Clsp 6.08+£0.0144 mg/mL).

El extracto etandlico de P. auritum presentd una actividad antioxidante baja
(Cl5p11.4240.5363 mg/mL); aunque de sus particiones, la hexanica demostr6 mayor
actividad (Clsp 8.83+0.1633 mg/mL).

Cuadro 3. Actividad antioxidante demostrada mediante la reduccion de DPPH
macrocolorimétrico (517 nm)

Especie Extracto/ Disolvente Concentracién  Inhibicion Clg
Particion mg/mL (%) mg/mL
P. auritum Extracto Etanol 16 68.50 11.42+0.1575
Particion Hexano 12 68.86 8.83+0.0718
Particion Acetato de etilo 16 66.87 12.21+0.0211
Particion Etanol >20 43.14 22.28+0.2385
P. jacquemontianum Extracto Etanol 5 63.51 3.53+0.0226
Particion Hexano 10 63.22 8.53+0.05797
Particion Acetato de etilo 5 65.31 3.83+0.0321
Particion Etanol 5 60.62 3.45+0.0115
P. oradendron Extracto Etanol 10 63.27 8.32+0.0651
Particion Hexano 16 67.57 8.63+0.0894
Particion Acetato de etilo 3.2 64.02 2.41+0.0453*
Particion Etanol 7 60.06 6.08+0.0711
P. patulum Extracto Etanol 2 69.59 1.56+0.3169*
Particion Hexano 8 61.15 6.97+0.1132
Particion Acetato de etilo 1.4 64.55 1.06£0.0876**
Particion Etanol 2 70.20 1.50+0.1324*
Quercitina 0.8 63.64 0.64+0.0016
Rutina 0.16 71.02 0.03+0.0040
TBHQ Estandares 1.6 74.74 1.16+0.0060
Vitamina C 0.16 60.82 0.14+0.0009
Vitamina E 3.6 62.23 2.87+0.0516

Fuente: Datos experimentales; TBHQ: Terbutilhidroquinona
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9.2.3 Determinacion de la actividad por el método ABTS

Los extractos fueron evaluados por el método macrocolorimétrico cuantitativo de
ABTS, a una longitud de onda de 734 nm; asi mismo, se analizaron seis estandares trélox,
quercitina, rutina, TBHQ, vitamina C y vitamina E, los cuales se utilizaron para comparar
los resultados de cada uno de los extractos y sus respectivas particiones, y se calcularon los
equivalentes de trélox (Anexos, fotografia 9).

En el Cuadro 4, el extracto etandlico de P. patulum fue el que presentd mayor
actividad antioxidante (Clso 1.98+0.06 mg/mL, equivalente a 2.19 umol/mg de trélox);
aunque dos de las particiones demostraron mayor actividad, la particion en acetato de etilo
(Clsp 1.59+0.01 mg/mL, equivalente a 3.23 umol/mg de trolox) y la particion en etanol
(Clsp 1.82+0.05 mg/mL, equivalente a 1.98 pumol/mg de trélox).

El extracto etandlico de P. jacquemontianum presentd una actividad antioxidante
intermedia (Clsp 4.11+£0.10 mg/mL, equivalente a 1.28 umol/mg de trélox); aunque de las
particiones, la particion en acetato de etilo demostré mayor actividad (Clsp 3.18+0.06
mg/mL, equivalente a 1.50 umol/mg de trélox).

El extracto etandlico de P. oradendron present6 una actividad antioxidante baja
(Cls 9.224+0.38 mg/mL, equivalente a 0.61 pumol/mg de trélox); aunque de las particiones,
la particion en acetato de etilo demostr6 mayor actividad (Clsp 2.13+0.06 mg/mL,
equivalente a 2.18 pmol/mg de trélox).

El extracto etandlico de P. auritum presentd una actividad antioxidante baja (Clsg
13.81+0.48 mg/mL, equivalente a 0.51 umol/mg de tr6lox); aunque dos de las particiones
demostraron mayor actividad, la particion en hexano (Clsy 8.23+0.21 mg/mL, equivalente a
0.81 pmol/mg de trélox) y la particion en acetato de etilo (Clsp 8.67+£0.15 mg/mL,
equivalente a 0.84 umol/mg de trélox).

Si bien, el extracto etandlico de P. patulum mostré alguna actividad, en ningin caso
fue mejor que cualquiera de los estandares evaluados. Los extractos y particiones

estudiadas presentan muy poca actividad antioxidante, en comparacion con los estandares.
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Cuadro 4. Actividad antioxidante total mediante el reactivo de ABTS de especies de Piper,

macrocolorimétrico (734 nm)

Extracto/P

Concentracién

Inhibicion

Clso

Equivalentes

Especie S Disolvente de trélox
articion mg/mL (%) mg/mL umol/mg
P. auritum Extracto Etanol 20 67.58 13.81+0.48 0.51
Particion Hexano 12 68.44 8.23+0.21 0.81
Particion Acetato de etilo 12 67.46 8.67+0.15 0.84
Particion Etanol >20 55.27 16.88+0.39 0.54
P. jacquemontianum Extracto Etanol 6 66.19 4.11+0.10 1.28
Particion Hexano 11 62.77 9.22+0.38 0.92
Particion Acetato de etilo 5 66.52 3.18+0.06 1.50
Particion Etanol 16 69.66 10.24+0.26 0.66
P. oradendron Extracto Etanol 12 62.08 9.22+0.38 0.61
Particion Hexano >20 54.81 17.45+0.83 0.53
Particion Acetato de etilo 2.8 64.98 2.13+0.06 2.18
Particion Etanol 12 66.05 9.27+0.11 0.66
P. patulum Extracto Etanol 2.4 63.25 1.98+0.06 2.19
Particién Hexano 10 68.29 6.62+0.56 0.83
Particion Acetato de etilo 2 64.6 1.59+0.01 3.23
Particién Etanol 2.8 70.01 1.82+0.05 1.98
Trélox 0.3 68.62 0.26£0.009 -
Quercitina 0.07 61.64 0.1136+0.001 -
Rutina Estandares 0.04 67.79 0.4232+0.002 -------
TBHQ 0.024 60.59 0.1992+0.0016 ~  -------
Vitamina C 0.012 61.13 0.0201+0.0031 -------
Vitamina E 0.021 59.96 0.3846+0.004  -------

Fuente: Datos experimentales; TBHQ: Terbutilhidroquinona

9.2.4 Determinacion de la actividad por fenoles totales mediante el reactivo de Folin-

Ciocalteu

Se determind la actividad antioxidante mediante la presencia de fenoles totales

segun el reactivo de Folin-Ciocalteu por el método macrocolorimétrico, a una longitud de

onda de 765 nm.

En el Cuadro 5, el extracto etandlico de P. patulum fue el que presentd6 mayor

cantidad de compuestos fenolicos (107.06+1.04 ug equivalente de &cido galico/mg). De sus
particiones, la particién en hexano y etanol demostraron la mayor cantidad de compuestos
fenolicos (77.67+1.15 ug equivalente de acido galico/mg y 77.59+£3.40 ug equivalente de
acido galico/mg, respectivamente).

El extracto etandlico de P. jacquemontianum presentd una actividad antioxidante,

medida por el contenido de fenoles totales, de 104.52+7.80 pg equivalente de acido

47



gélico/mg. En la particion en hexano se encontré mayor cantidad de compuestos fenélicos

(110.91+7.40 pg equivalente de acido galico/mg).

El extracto etandlico de P. auritum presentd una actividad antioxidante, medida por

el contenido de fenoles totales, de 23.47+2.06 g equivalente de &cido galico/mg. Aunque

de las particiones, la particion en etanol demostr6 mayor cantidad de compuestos fendlicos

(33.76+1.01 pg equivalente de acido galico/mg).

El extracto etandlico de P. oradendron present6 una actividad antioxidante, medida

por el contenido de fenoles totales, de 20.31+2.10 pg equivalente de acido galico/mg.

Aunque de las particiones, la particion en etanol demostré mayor cantidad de compuestos

fendlicos (45.11+0.49 ug equivalente de &cido gélico/mg).

Cuadro 5. Actividad antioxidante demostrada por determinacion de
fenoles totales mediante el reactivo Folin-Ciocalteu, macrocolorimétrico (765 nm)

pg equivalente de acido galico/mg

Especie Extracto/Particion Disolvente q -
e extracto
P. auritum Extracto Etanol 23.47+2.06
Particién Hexano 21.98+1.40
Particién Acetato de etilo 20.55+1.55
Particion Etanol 33.76+1.01
P. jacquemontianum Extracto Etanol 104.52+7.80
Particion Hexano 110.91+7.40
Particién Acetato de etilo 74.07+£1.62
Particion Etanol 48.45+2.80
P. oradendron Extracto Etanol 20.31+£2.10
Particién Hexano 9.27+0.66
Particién Acetato de etilo 4.76+0.29
Particién Etanol 45.11+0.49
P. patulum Extracto Etanol 107.06+1.04
Particién Hexano 77.67+1.15
Particién Acetato de etilo 58.81+3.46
Particion Etanol 77.59+3.40

Fuente: Datos experimentales *Media + Desviacion estandar

9.3 Actividad antimicrobiana
9.3.1 Determinacion de la relacion dosis-efecto con amoxicilina/acido clavulanico

Para validar el bioensayo de actividad antibacteriana, se determing la relacion dosis-
efecto con amoxicilina/acido clavulanico, iniciando en una concentracion de 6250 pg/mL
hasta 0.0625 pg/mL.
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9.3.2 Determinacion de la relacion dosis-efecto con fluconazol

Para validar el bioensayo de actividad contra levaduras, se determind la relacion
dosis-efecto con fluconazol; para C. albicans se inici6 en una concentracion de 0.01 mg/mL
hasta 0.002 mg/mL y para C. neoformans se inicid en una concentracion de 20 pg/mL hasta

4 pg/mL.

9.3.3 Fase de tamizaje de la actividad antimicrobiana de extractos y particiones

En la fase de tamizaje se realizO el ensayo para demostrar la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de las cuatro especies de Piper, y cada una de sus
particiones, a una concentracion de 1,000 pug/mL, contra bacterias (S. aureus, S. typhi, B.
subtilis, P. aeruginosa y E. coli), micobacterias (M. smegmatis) y levaduras (C. albicans y
C. neoformans). Asi mismo, se realiz6 un control con amoxicilina/acido clavulanico, el cual
se utiliz6 para comparar los resultados de cada uno de los extractos y sus respectivas
particiones.

En el Cuadro 6, de las cuatro especies de Piper evaluadas, P. auritum presentd
actividad antibacteriana en la particion en hexano y acetato de etilo, P. jacquemontianum
en el extracto etandlico, particion en hexano y acetato de etilo, P. oradendron en la
particion en hexano y acetato de etilo, P. patulum en el extracto etanélico y la particion en
hexano, acetato de etilo y etanol.

El crecimiento de B. subtilis fue inhibido por dos especies vegetales: P.
jacquemontianum, en el extracto etandlico, particion en hexano y acetato de etilo; P.
patulum, en la particion en hexano y acetato de etilo, pero no en el extracto etandlico. Las
otras dos especies vegetales no mostraron actividad antimicrobiana.

El crecimiento de C. albicans fue inhibido por dos especies vegetales: P.
jacquemontianum, en el extracto etandlico y particién en acetato de etilo; P. patulum, en la
particion en acetato de etilo pero no en el extracto etanolico. Las otras dos especies
vegetales no mostraron actividad antimicrobiana.

El crecimiento de C. neoformans fue inhibido por las cuatro especies vegetales: P.
auritum, en la particion en acetato de etilo pero no en el extracto etandlico, P.
jacquemontianum, en el extracto etanodlico, particion en hexano y acetato de etilo; P.
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oradendron, en la particion en hexano y acetato de etilo, pero no en el extracto etanolico; P.
patulum, en el extracto etanolico, particion en hexano, acetato de etilo y etanol.

El crecimiento de E. coli fue inhibido por tres especies vegetales: P. auritum y P.
jacquemontianum, en la particién en hexano pero no en el extracto etanolico; P. patulum,
en el extracto etandlico, particion en acetato etilo y etanol. La otra especie vegetal no
mostrd actividad antimicrobiana.

El crecimiento de M. smegmatis fue inhibido por dos especies vegetales: P.
jacquemontianum, en la particion en acetato de etilo pero no en el extracto etandlico; P.
patulum, en el extracto etandlico y particion en acetato de etilo. Las otras dos especies
vegetales no mostraron actividad antimicrobiana.

El crecimiento de S. aureus fue inhibido por una especie vegetal: P. patulum, en el
extracto etanolico, particion en acetato de etilo y etanol. Las otras tres especies vegetales no
mostraron actividad antimicrobiana.

El crecimiento de P. aeruginosa y S. typhi no fue inhibido por ninguno de los
extractos y particiones.

En la determinacion de la relacion dosis-efecto con amoxicilina/acido clavulanico,
se establecié la concentracion en la cual, dicho antibidtico es efectivo contra B. subtilis
(CIM 6.25 pg/mL), E. coli (CIM 0.625 pg/mL), M. smegmatis (CIM 62.5 pg/mL) y S.
aureus (CIM 6.25 pg/mL); dicho ensayo fue realizado con cuatro de las seis bacterias
investigadas, unicamente con las que presentaron inhibicion del crecimiento frente a los
extractos y/o particiones; por lo que P. aeruginosa y S. typhi no fueron probadas. Asi
mismo, en la determinacion de la relacion dosis-efecto con fluconazol, se establecid la
concentracion en la cual, dicho antifangico es efectivo contra C. albicans (CIM 8 pug/mL) y
C. neoformans (CIM 16 pg/mL).
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Cuadro 6. Tamizaje de actividad antibacteriana (1000 pg/mL)

Especie Extracto/Particion Disolvente A B C D E F G H

P. auritum Extracto Etanol - - - - - - _ R
Particion Hexano - - - 4x - - -

Particion Acetato de etilo - - +* . - - - -

Particion Etanol - - - - - - - -

P. jacquemontianum Extracto Etanol +F 4R gk - - - -
Particion Hexano s S - - -

Particion Acetato de etilo +* +* +* - +* . . -

Particion Etanol - - - - - - - -

P. oradendron Extracto Etanol - - - - - - - -
Particion Hexano - . - - - -

Particion Acetato de etilo - - +* . - - - -

Particion Etanol - - - - - - - -

P. patulum Extracto Etanol T
Particion Hexano .

Particion Acetatodeetilo  +* + +* +* +* - . 4*

Particion Etanol - T _ . 4

Fuente: Datos experimentales; (+) Actividad positiva, (-) Actividad negativa; A. B. subtilis, ATCC 6051; B. C.
albicans, ATCC 10231; C. C. neoformans, Cepa salvaje; D. E. coli, ATCC 25922; E. M. smegmatis, ATCC
607; F. P. aeruginosa, ATCC 27853; G. S. typhi, ATCC 14028; H. S. aureus, ATCC 25923.

*Actividad significativa (p=0.0625)

9.3.4 Determinacion de la CIM

Se realizé la determinacion de la CIM de las especies que presentaron actividad
antibacteriana en la fase de tamizaje contra los microorganismos evaluados (Cuadro 7).

Contra B. subtilis tanto el extracto etandlico como la particion en hexano de P.
jacquemontianum presentaron la misma actividad (CIM 250 pg/mL), mientras que la
particion en acetato de etilo presentdé mayor actividad (CIM 125 pg/mL). El extracto
etanolico de P. patulum presentd una CIM de 500 pg/mL, pero sus particiones con hexano
y acetato de etilo presentaron mejor actividad (CIM 62.5 y 250 pg/mL respectivamente).

Contra C. albicans tanto el extracto como la particion en acetato de etilo de P.
jacquemontianum, y la particion en acetato de etilo de P. patulum presentaron igual
actividad (CIM 1000 pg/mL).

Para C. neoformans, la particion con acetato de etilo de P. auritum, la particion en
hexano y acetato de etilo de P. oradendron y el extracto etandlico, la particion en acetato de
etilo y etanol de P. patulum presentaron la misma actividad (CIM 62.5 ug/mL). El extracto

etanolico, la particion en hexano y acetato de etilo de P. jacquemontianum presentaron una
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CIM de 31.25 pg/mL. La particion en hexano de P. patulum present6 la mejor actividad
(CIM 15.63 pg/mL).

Con respecto a E. coli, la particion en hexano de P. auritum y P. jacquemontianum,
el extracto y particion etandlica de P. patulum presentaron la misma actividad (CIM 1000
pg/mL). Sin embargo la particién en acetato de etilo de P. patulum presentd mejor
actividad (CIM 500 pg/mL).

Contra M. smegmatis la particion en etanol presenté una CIM de 1000 pg/mL, el
extracto etanolico y la particion en acetato de etilo presentaron igual actividad (CIM 500
pg/mL), sin embargo la particion en acetato de etilo de P. jacquemontianum presento la
mejor actividad (CIM 125 pg/mL).

Con S. aureus tanto el extracto como las particiones en acetato de etilo y etanol

presentaron la misma CIM de 1000 pg/mL.

Cuadro 7. Concentracion inhibitoria minima de actividad antibacteriana

Especie Extrfac_t,o/ Disolvente A B C D E F G H
Particion
Concentracion (ug/mL)
P. auritum Extracto Etanol - - - - - - - -
Particion Hexano - - - 1000* - - - -
Particion  Acetato de etilo - - 62.5* - - - - -
Particién Etanol - - - - - - - -
P. Extracto Etanol 250 1000*  31.25* - - - - -
jacquemontianum  Particién Hexano 250* - 31.25*  1000* - - - -
Particion  Acetato de etilo  125*  1000*  31.25* - 125* - - -
Particién Etanol - - - - - - - -
P. oradendron Extracto Etanol - - - - - - - -
Particién Hexano - - 62.5* - - - - -
Particion  Acetato de etilo - - 62.5* - - - - -
Particién Etanol - - - - - - - -
P. patulum Extracto Etanol 500* - 62.5* 1000* 500* - - 1000*
Particién Hexano 62.5* - 15.63* - - - - -
Particion  Acetato de etilo  250*  1000* 62.5* 500* 500* - - 1000*
Particién Etanol - - 62.5* 1000* 1000* - - 1000*
Amoxicilina/acido 625 - - 0625 625 - - 625
clavulanico
Fluconazol - 8 16 - - - - -

Fuente: Datos experimentales; A. B. subtilis, ATCC 6051; B. C. albicans, ATCC 10231; C. C. neoformans,
Cepa salvaje; D. E. coli, ATCC 25922; E. M. smegmatis, ATCC 607; F. P. aeruginosa, ATCC 27853; G. S.
typhi, ATCC 14028; H. S. aureus, ATCC 25923.

*Actividad significativa (p=0.0625)
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9.4 Actividad antifangica

9.4.1 Determinacién de la relacion dosis-efecto con fluconazol

Para validar el bioensayo de actividad antifingica, se determiné la relacion dosis-efecto

con fluconazol, iniciando en una concentracion de 125 pg/mL hasta 25 pg/mL.

9.4.2 Fase de tamizaje de la actividad antifingica de extractos y particiones

En la fase de tamizaje se realizd el ensayo para demostrar la actividad antifungica

del extracto etandlico de las cuatro especies de Piper y cada una de sus particiones, a una

concentracion de 1000 pg/mL, contra hongos dermatofitos (M. canis, M. gypseum, T.

rubrum y T. mentagrophytes) y hongos filamentosos (A. niger, A. flavus y A. oryzae). Asi

mismo, se realizé un control con fluconazol, el cual se utilizd para comparar los resultados

de cada uno de los extractos y sus respectivas particiones (Cuadro 8).

Los extractos y particiones de las cuatro especies de Piper presentaron actividad

Unicamente contra M. gypsum y T. mentagrophytes.

Cuadro 8. Tamizaje de actividad antifingica (1000 pg/mL)

Especie Extracto/Particion Disolvente A B C D E F G

P. auritum Extracto Etanol - - - - - IR
Particion Hexano - - - ok

Particion Acetato de etilo - - - - - - -

Particion Etanol - - - - - - -

P. jacquemontianum Extracto Etanol - - - - +*  4* -
Particion Hexano - - - ok

Particion Acetato de etilo - - - e

Particion Etanol - - - - - - i

P. oradendron Extracto Etanol - - - - - x
Particion Hexano - - - o4k

Particion Acetato de etilo - - - e

Particion Etanol - - - - - - i

P. patulum Extracto Etanol - - - - - +* .
Particion Hexano - - - ok

Particion Acetato de etilo - - - - +*  4* -

Particion Etanol - - - - - - -

Fuente: Datos experimentales; (+) Actividad positiva, (-) Actividad negativa; A. A. flavus, ATCC 204304; B.
A. niger, ATCC 9029; C. A. oryzae, ATCC 29293; D. M. canis, ATCC 36299; E. M. gypseum, C 115 2000; F.
T. mentagrophytes ATCC 9972; G. T. rubrum C 113 2000.
*Actividad significativa (p=0.0625)
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9.4.3 Determinacion de la CIM

Se realizd la determinacion de la CIM de las especies que presentaron actividad
antifangica en la fase de tamizaje contra los microorganismos evaluados (Cuadro 9).

Contra M. gypseum la particion en hexano de P. auritum presenté una CIM de 250
pg/mL, El extracto etandlico de P. jacquemontianum presentd una CIM de 125 pg/mL, sin
embargo, la particion en hexano presentd6 mayor actividad (62.5 pg/mL). Solamente la
particion en hexano de P. patulum presentd actividad (250 pg/mL).

Contra T. mentagrophytes el extracto etandlico de P. auritum present6 actividad
(CIM 1000 pg/mL), siendo superada por la particion en hexano (CIM 62.5 pg/mL). Las
particiones en hexano y acetato de etilo de P. jacquemontianum presentaron igual actividad
(CIM 31.25 pg/mL). La particion en hexano de P. oradendron presenté una CIM de 250
png/mL y el extracto etanolico y la particion de acetato de etilo de 500 pg/mL. También fue
susceptible a la particién en hexano (CIM 125 pg/mL); se obtuvo también actividad con la
particion en acetato de etilo (500 pg/mL) y el extracto etanélico (CIM 1000 pg/mL).

Cuadro 9. Concentracion inhibitoria minima de actividad antifungica

Especie Particién/Extracto Disolvente A B C D E F G
Concentracion (pg/mL)

P. auritum Extracto Etanol - - - - - 1000* -

Particion Hexano - - - - 250* 62.5* -

Particion Acetato de etilo - - - - - - -

Particién Etanol - - - - - - -

P. jacquemontianum Extracto Etanol - - - - 125 31.25* -

Particion Hexano - - - - 62.5* 31.25* -

Particion Acetato de etilo - - - - 250*  31.25* -

Particion Etanol - - - - - - -

P. oradendron Extracto Etanol - - - - - 500* -

Particion Hexano - - - - 250* 250* -

Particion Acetato de etilo - - - - 500* 500* -

Particién Etanol - - - - - - -

P. patulum Extracto Etanol - - - - - 1000* -

Particién Hexano - - - - 250* 125* -

Particion Acetato de etilo - - - - - 500* -

Particién Etanol - - - - - - -

Fluconazol - - - - 75 75 -

Fuente: Datos experimentales
A. A. flavus; B. A. niger; C. A. oryzae; D. M. canis; E. M. gypseum; F. T. mentagrophytes; G. T. rubrum.
*Actividad significativa (p=0.0625)
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9.5 Actividad larvicida
9.5.1 Determinacion de la relacion dosis-efecto con temephos®
Para validar el bioensayo de la actividad larvicida, se determiné la relacion dosis-

efecto con temephos®, iniciando en una concentracion de 1000 pg/mL hasta 0.001 pg/mL.

9.5.2 Fase de tamizaje de la actividad larvicida de extractos y particiones

En la fase de tamizaje se realizo el ensayo para demostrar la actividad larvicida del
extracto etanolico de las cuatro especies de Piper y cada una de sus particiones, a una
concentracion de 1000 pg/mL, contra larvas de S. aegypti y A. albimanus en sus cuatro
estadios. Asi mismo, se realizé un control con temephos®, el cual se utiliz6 para comparar

los resultados de cada uno de los extractos y sus particiones.

9.5.3 Determinacion de ClLsg

Se determind la CLsy de la actividad larvicida contra larvas de S. aegypti y A.
albimanus, en sus cuatro estadios.

El Cuadro 10 presenta los resultados de la actividad larvicida donde ninguno de los
extractos fue activo contra S. aegypti, sin embargo, si se encontrd en la particién en hexano
de P. patulum (los cuatro estadios), P. auritum (segundo estadio) y P. oradendron (primer
estadio).

Ninguno de los extractos etandlicos presentd actividad larvicida contra A.
albimanus, sin embargo, si se encontré en la particién en hexano de P. auritum y P.

patulum (los cuatro estadios) y P. jacquemontianum (cuarto estadio), (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Actividad larvicida contra Stegomyia aegypti

Especie Extracto/ Extracto Estadio/Concentracion (ug/mL)
Particion (Intervalo de confianza 95%)
Estadio 1 Estadio 2 Estadio3  Estadio 4
P. auritum Extracto Etanol - - - -
.y 440
Particion Hexano (400-490) - -
Particion  Acetato de etilo - - - -
Particion Etanol - - - -
P. jacquemontianum Extracto Etanol - - - -
Particion Hexano - - - -
Particion  Acetato de etilo - - - -
Particion Etanol - - - -
P. oradendron Extracto Etanol - - - -
.y 730
Particion Hexano (640-840) - - -
Particion  Acetato de etilo - - - -
Particién Etanol - - - -
P. patulum Extracto Etanol - - - -
‘s 280 590 290 530
Particion Hexano (250-330) (530-720) (250-340)  (470-630)
Particion  Acetato de etilo - - - -
Particién Etanol - - - -
Temephos® 10
(7.7-13)

Fuente: Datos experimentales

Cuadro 11. Actividad larvicida contra Anopheles albimanus

Especie Extracto/P Extracto Estadio/Concentracién (ug/mL)
articion (Intervalo de confianza 95%)
Estadio 1 Estadio Estadio 3 Estadio4
2
P. auritum Extracto Etanol - - - -
Particion Hexano 250 150 480 420
(220-300) (130-180) (410-570) (350-510)
Particion Acetato de etilo - - - -
Particion Etanol - - - -
P. jacquemontianum Extracto Etanol - - - -
Particion Hexano - - - 490
(420-580)
Particion Acetato de etilo - - - -
Particion Etanol - - - -
P. oradendron Extracto Etanol - - - -
Particion Hexano - - - -
Particion Acetato de etilo - - - -
Particion Etanol - - - -
P. patulum Extracto Etanol - - - -
Particion Hexano 260 320 820 610
(220-300) (280-370) (710-960) (530-710)
Particion Acetato de etilo - - - -
Particion Etanol - - - -
Temephos® 10
(7.7-13)

Fuente: Datos experimentales
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

De las cuatro especies (P. auritum, P. jacquemontianum, P. oradendron y P.
patulum) se obtuvieron extractos por percolacion utilizando como disolvente etanol y se
concentrd en el equipo de rotaevapororacion. De este extracto se realizd fraccionamiento
bioguiado utilizando disolventes con diferente gradiente de polaridad (hexano, acetato de
etilo y etanol) para posteriormente analizar la actividad biocida y antioxidante.

El mayor rendimiento de los extractos en etanol se encontrd en P. auritum (44.6%)
donde se obtuvo la mayor cantidad de solidos totales dentro de los cuales se encuentran los
metabolitos secundarios. El extracto con el segundo mejor rendimiento fue P. patulum
(30.78%), seguido por P. oradendron (27.34%) y P. jacquemontianum (24.60%). EI mayor
rendimiento de las particiones de P. auritum y P. jacquemontianum se obtuvo con acetato
de etilo (35.4% y 20.0% respectivamente), y respecto a P. oradendron y P. patulum se
obtuvo con etanol (42.0% y 60.6% respectivamente).

Estos hallazgos indican que la mayor cantidad de metabolitos presentes en las
especies estudiadas tienen caracteristicas polares y por ello fueron extraidos con los
solventes de etanol y acetato de etilo.

La actividad antioxidante fue evaluada por medio de cuatro métodos (uno
cualitativo y tres cuantitativos). El ensayo cualitativo por bioautografia utilizando la
prueba de cromatografia en capa fina con revelador de DPPH (Anexos, fotografia 7),
evidencid que los extractos y las particiones de las cuatro especies de Piper presentaron
actividad antioxidante. Los metabolitos responsables de la actividad pueden ser alcaloides,
flavonoides, antraquinonas, saponinas, principios amargos, aceite volatil y cumarinas, para
P. patulum (Cruz y col., 2008); terpenos, para P. jacquemontianum (Cruz y col., 2005c);
alcaloides, flavonoides, antraquinonas, saponinas, principios amargos, aceite volatil y
cumarinas, para P. oradendron (Cruz y col., 2008 y Martinez 2009) y para P. auritum,
terpenos, alcaloides y aceites esenciales (Cruz y col., 2008). Estos resultados fueron
comparados con cuatro estandares: quercitina, rutina, f-Caroteno y terbutilhidroxiquinona

(TBHQ) los cuales se sabe, presentan actividad antioxidante.
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Los resultados de la actividad antioxidante por el método de DPPH y ABTS se
expresaron en Clso (mg/mL), lo cual indica la concentracion que inhibe el 50% de los
radicales que participan en la oxidacion, para la determinacion del Clsp se empled la
ecuacion de la recta para cada extracto y particion.

En el método de DPPH, se determind que la mayor actividad antioxidante de los
extractos en etanol, para este meétodo, la presentd la especie de P. patulum (Clsg
1.56+0.3169 mg/mL) comparando con el estdndar de vitamina E (Clso 20.87+0.0516
mg/mL). Esta actividad se atribuye a la presencia de los flavonoides que poseen una
excelente actividad antioxidante (Araujo & Salas, 2008).

Respecto a las particiones, para P. oradendron la mayor actividad antioxidante,
comparando con el estdndar de vitamina E, la presentd la particién con acetato de etilo
(Clsp 2.41+0.0453 mg/mL) y para P. patulum con etanol (Clsp 1.50+0.1324 mg/mL).
Respecto a TBHQ y vitamina E la mayor actividad antioxidante la present6 la particién con
acetato de etilo (Clsp 1.06+£0.0876 mg/mL) de P. patulum.

Se determin6 que en todas las particiones de P. auritum conforme aumenta la
polaridad, disminuye la actividad antioxidante; para P. jacquemontianum las particiones
con acetato de etilo y etanol presentaron la misma actividad antioxidante que el extracto,
manteniendo la actividad, por lo tanto no es significativo; las particiones con hexano de P.
jacquemontianum, P. oradendron y P. patulum presentaron una actividad menor que el
extracto etandlico, pudiendo inferir que los metabolitos secundarios presentes fueron
insolubles en el disolvente. (p<0.05).

En el método de ABTS, la actividad antioxidante de los extractos en etanol, en
orden decreciente, fue P. patulum (Clsp 1.98+£0.129 mg/mL), P. jacquemontianum (Clsg
4.11+0.1044 mg/mL), P. oradendron (Clsp 9.22+0.2539 mg/mL) y P. auritum (Clsg
13.81+0.2630 mg/mL), sin embargo, ninguno obtuvo mejor actividad antioxidante
comparando con los siguientes estandares: trolox (Clsp 0.182 mg/mL), quercitina (Clso
0.1136 mg/mL), rutina (Clsp 0.4232 mg/mL), TBHQ (Clso 0.1992 mg/mL) y vitamina C
(Cls0.0201 mg/mL).

Con base en los resultados obtenidos con la metodologia de ABTS se calculd el
TEAC (Equivalentes de trolox), medida de la actividad antioxidante efectiva de cada
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extracto a analizar, por lo tanto, a mayor TEAC mayor actividad antioxidante del extracto.
Se concluy6é que ningun extracto presentd actividad significativa (Whiteman, & Guan,
2002).

En la cuantificacion de fenoles se puede observar que la mayor cantidad de
compuestos aromaticos se presentaron en los extractos con etanol de P. patulum
(107.06+1.04 ug &cido galico/mg) y P. jacquemontianum (104.52+7.80 g equivalentes de
acido galico/mg) seguido por el extracto de P. auritum (23.47+2.06 ug equivalentes de
acido galico/mg) y por ultimo el extracto de P. oradendron (20.31+2.10 ug equivalentes de
acido galico/mg).

En cuanto a las particiones, la mayor cantidad de compuestos fenolicos para P.
auritum se encontré en la particién con etanol (33.76£1.01 pg equivalentes de &cido
galico/mg), para P. jacquemontianum con hexano (110.91+7.40 pg equivalentes de acido
galico/mg), para P. oradendron con etanol (45.11+0.49 pg equivalentes de é&cido
galico/mg) y para P. patulum con hexano (77.67+1.15 g equivalentes de acido galico/mg).

Se determind que en el caso de P. jacquemontianum conforme aumenta la polaridad,
disminuyen los compuestos fendlicos; en P. auritum y P. oradendron se observé un efecto
de purificacion o concentracion, ya que en la particion con etanol se observd mayor
cantidad de compuestos fenolicos que en el extracto con etanol; P. patulum no present6
significancia estadistica, de acuerdo a la polaridad del disolvente, ya que se encontraron
valores similares en el disolvente méas apolar y el mas polar (Cuadro 5). (p<0.05).

Respecto a P. auritum, Garcia y Colaboradores (2007) demostraron que la
actividad antioxidante fue muy baja en relacion con vitamina E y no presentd compuestos
fendlicos; confirmando asi los resultados obtenidos en esta investigacion con el extracto
con etanol y sus particiones.

En la actividad biocida se observé que en P. auritum y P. oredendron se encontrd
actividad en sus particiones, sin encontrarla en el extracto total; asi mismo se encontraron
particiones en P. patulum y P. jaquemontianum que presentaron mayor o igual actividad
que los extractos en etanol. Se debe tomar en cuenta que la actividad de los compuestos

puede variar de acuerdo al disolvente utilizado.
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Los bioensayos donde no se encontro actividad en los extractos en etanol, pero si en
sus respectivas particiones, fueron los siguientes: la particion con acetato de etilo de P.
auritum contra C. neoformans y la particion con hexano contra E. coli y M. gypsum. La
particion con hexano de P. jacquemontianum contra E. coli y la particion con acetato de
etilo contra M. smegmatis. La particion con hexano y acetato de etilo de P. oradendron
contra C. neoformans y la particion con hexano contra M. gypsum. La particion con acetato
de etilo de P. patulum contra C. albicans, y la particién con hexano contra M. gypsum
(p=0.0625). Los diferentes metabolitos que las especies de Piper poseen pueden crear un
efecto antagdnico, estas moléculas al separarse por el gradiente de polaridad de los
solventes pueden potenciar el efecto de su actividad.

Las particiones que presentaron mayor actividad que los extractos en etanol, fueron
la particion con hexano de P. auritum contra T. mentagrophytes; la particion con acetato de
etilo de P. jacquemontianum contra B. subtilis y la particién con hexano contra M. gypsum;
la particion con hexano de P. oradendrom contra T. mentagrophytes; la particién con
hexano de P. patulum contra B. subtilis, C. neoformans y T. mentagrophytes; y la particion
con acetato de etilo contra E. coli (p=0.0625).

Las particiones que presentaron la misma actividad que los extractos en etanol,
fueron las siguientes: la particion con acetato de etilo de P. jacquemontianum contra C.
albicans y la particion con hexano y acetato de etilo contra C. neoformans y T.
mentagrophytes. La particion con acetato de etilo de P. patulum contra M. smegmatis; y la
particion con acetato de etilo y etanol contra S. aureus (p=0.0625). La actividad presentada
por las particiones no cuenta con significancia estadistica ya que no se puede establecer las
caracteristicas polares de las moléculas que le otorgan dicha actividad a la especie, esto
debido a que el metabolito o metabolitos responsables de la actividad en el extracto
etanolico poseen la misma polaridad que el solvente de la particion.

La actividad antibacteriana de P. oradendron se puede atribuir a la presencia de
quinonas, especificamente las antraquinonas que poseen actividad bacteriostatica sobre B.
subtilis y P. aeruginosa, y actividad antibacteriana sobre P. pseudomalliae. La actividad de
P. oradendron y P. patulum se atribuye a los flavonoides, cumarinas, que poseen actividad
antibacteriana y antifingica, asi como actividad bacteriostatica (Araujo, & Salas, 2008).
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Segun Danelutte y colaboradores (2003), Martins y colaboradores (2000) y Orjala y
colaboradores (1993), estudios quimicos realizados en especies de la familia Piperaceae del
Brasil han revelado la presencia de diversos productos naturales con un amplio espectro de
actividades bioldgicas, dentro de las que se encuentran alcaloides, amidas, pironas,
dihidrochalconas, flavonoides, fenilpropanoides, lignanos y neolignanos. Alécio (1988),
Navickiene (2000) y Silva (2009) determinaron varias amidas isobutilicas, pirrolidina,
dihidroxipiridona y piperidina, las cuales han generado interés debido a sus potentes
propiedades antifingicas.

Koroishi y colaboradores (2008) y Pessini y colaboradores (2005) determinaron que
los neolignanos, eupomatenoide-3 y eupomatenoide-5 mostraron una fuerte actividad sobre
T. mentagrophytes, T. rubrum, M. canis y M. gypseum Yy varias especies de Candida.
Navickiene y colaboradores (2000) reportaron actividad antifungica de varias amidas como
la piplartina, piperamina, piperina, pelitorina, aisladas de semillas y hojas de P.
tuberculatum.

El ensayo in vitro para evaluar la actividad larvicida contra S. aegypti y A. albimanus
determind que la particion responsable de dicha actividad es con hexano. De estos, P.
auritum presenté actividad contra el segundo estadio de S. aegypti (CLso 0.44 mg/mL, I1Cgs
0.40-0.49 mg/mL) y contra los cuatro estadios larvarios de A. albimanus, donde se observo
que la mejor DLsg es la del segundo estadio (CLsp 0.15 mg/mL, 1Cgs 0.13-0.18 mg/mL).
Segun Parmar (1997), Leyva (2009) y Sanchez (2009) esta actividad se atribuye a la
presencia safrol como componente mayoritario de P. auritum, el cual actia como
insecticida natural, con accién neurotoxica. P. jacquemontianum present6 actividad contra
el cuarto estadio de A. albimanus (CLsp 0.49 mg/mL, ICgs 0.42-0.58 mg/mL). P.
oradendron presento actividad contra el primer estadio de S. aegypti (CLso 0.73 mg/mL,
ICgs 0.64-0.84 mg/mL). P. patulum presentd actividad contra los cuatro estadios larvarios
de las dos especies de insectos estudiadas, donde se observd que la mejor CLso para S.
aegypti es la del primer estadio (CLso 0.28 mg/mL, ICgs 0.25-0.33 mg/mL) al igual que
para A. albimanus (CLso 0.26 mg/mL, ICgs 0.22-0.30 mg/mL). Segun Araujo & Salas
(2008) tanto P. oradendron como P. patulum presentan saponinas esteroides que han
demostrado actividad insecticida. Asi mismo, Goretti y colaboradores (2006) determinaron
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la presencia de terpenos en el aceite esencial de P. patulum, el cual posee actividad
insecticida.

Posiblemente la actividad se encuentre en el aceite esencial, ya que las demas
particiones y el extracto obtenido mediante disolventes con gradiente de polaridad creciente
(hexano, acetato de etilo, etanol) no presentaron actividad larvicida.

Rojas y colaboradores (2010) demostraron que las dos especies de insectos en
estudio exhiben mayor resistencia a la dosis de aceite esencial empleada mientras mas
avanzado es el estadio larvario. Demostrd que la actividad larvicida de los aceites
esenciales de P. patulum presentaron menores concentraciones letales que P. auritum
contra los cuatro estadios larvarios de A. albimanus y S. aegypti lo que demuestra la mayor
toxicidad de esta especie. En el presente estudio se demuestra lo contrario, ya que la
particion con hexano de P. auritum presentd menores concentraciones letales que P.

patulum contra los cuatro estadios larvarios de A. albimanus.
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11. CONCLUSIONES

11.1 Con el fraccionamiento se establecié que la mayor cantidad de metabolitos presentes
en las especies estudiadas tienen caracteristicas polares y por ello fueron extraidos con
etanol en P. oradendron y P. patulum (42.0% y 60.6% respectivamente) y con acetato de
etilo en P. auritum y P. jacquemontianum (35.4% y 20.0% respectivamente).

11.2 La mejor actividad antioxidante se evidencié en las particiones de la especie P.
patulum por los métodos cuantitativos de DPPH y ABTS y por la presencia de mayor

cantidad de compuestos fendlicos.

11.3 Tanto el extracto con etanol de las hojas de las cuatro especies de Piper, como sus
particiones obtenidas con disolventes de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo y

etanol) presentaron al menos una actividad biocida positiva.

11.4 P. auritum presentd actividad contra el segundo estadio de S. aegypti y contra los
cuatro estadios larvarios de A. albimanus; P. jacquemontianum presentd la mejor actividad
inhibitoria contra C. neoformans; P. oradendron present6 actividad contra M. gypseum y T.
mentagrophytes; mientras que, P. patulum present6 actividad en casi todo el tamizaje
biocida, por lo que es la planta que presenta actividad mas completa, dentro del estudio

realizado.
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12. RECOMENDACIONES

12.1 Realizar el estudio fitoquimico de los extractos y sus particiones de las cuatro especies
de Piper evaluadas para determinar el metabolito que presenta la actividad biocida y
antioxidante; con la finalidad de crear un producto que pueda poseer uso medicinal,

aromatico y/o cosmético.

12.2 Realizar por fraccionamiento bioguiado a los extractos activos que se desconoce su

principio activo, con el fin de identificar la(s) molécula(s) responsable(s) de la actividad.

12.3 Evaluar otras partes de la planta para determinar si presentan actividad biocida y

antioxidante y si existe diferencia en cuanto a la composicion quimica.

12.4 Fraccionar los extractos que presentaron actividad para aislar y elucidar la naturaleza

quimica de las moléculas responsables de la bioactividad.
12.5 Realizar un estudio comparativo donde se evallen los extractos y aceites esenciales de

las diferentes partes de la planta para determinar si presentan actividad biocida

(antimicrobiana, citotdxica, larvicida) y antioxidante.
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14. ANEXOS

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 1. Recoleccion de la materia prima en la Ecoparcela EI Kakawatal

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 2. Proceso de limpieza y secado de la materia prima
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Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 3.Evaluacion del porcentaje de rendimiento con etanol al 50, 70 y 95 %

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 4. Rotavaporacion de los extractos y obtencion del extracto
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Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 5. Envasado y etiquetado de los extractos

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 6. Fraccionamiento de los extractos etanélicos por medio de particion liquido-
liquido con ampolla de decantacién

74



Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 7. Determinacion de actividad antioxidante por cromatografia en capa fina con
revelador de DPPH

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 8. Cuantificacion de actividad antioxidante por método de DPPH
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Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 9. Cuantificacion de actividad antioxidante por método de ABTS

N

N,

&

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 10. Fase de tamizaje de la actividad antimicrobiana
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Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 10. Fase de tamizaje de la actividad antimicrobiana

P. patulum P. jacquemontianum
Extracto con etanol Particién con acetato de etilo

Fuente: Seminario S 13-10

Figura 11. CIM de la actividad antimicrobiana
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Fuente: Seminario S 13-10

Figura 12. Fase de tamizaje de la actividad antifngica

Fuente: Seminario S 13-10

Fotografia 13. Actividad larvicida
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