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I.  AMBITO DE LA INVESTIGACION

Piper es un género de angiospermas basales de gran diversidad bioldgica y quimica.
Desde el 2007 se han realizado varias investigaciones de especies americanas y algunas
endémicas de Guatemala del género Piper. Con financiamiento del Fondo de Desarrollo de
Ciencia y Tecnologia (FODECYT), la iniciativa guatemalteca ha investigado veinte
especies nativas y ha generado una red internacional de evaluacion del género Piper en el
marco de RIPRONAMED con financiamiento del Programa Iberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo (CYTED).

En el presente proyecto se pretendio contribuir al estudio de la actividad bioldgica de
diez especies del genero Piper nativas de Mesoamérica, para determinar la actividad
antioxidante, antiureasa y antitirosinasa por un método micrométrico.

Durante el desarrollo de la presente investigacion se conté con el equipo,
procedimiento y apoyo profesional del Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
(LIPRONAT) de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, para efectuar la extraccion
fraccionada de la materia vegetal; dicha técnica facilitd la separacion de la droga vegetal de
todos aquellos componentes mediante el uso de disolventes selectivos y de diferente
polaridad. Ademas se conté con material, equipo y apoyo profesional de la Unidad de
Bioensayos de Citohistologia, para la realizacion de los ensayos enzimaticos. Los proyectos
de LIPRONAT han analizado la actividad antioxidante y bidcida de dieciocho especies de
Piper. Investigaciones recientemente realizadas en Guatemala han permitido conocer la
composicion de extractos, de manera que se establecieron metodologias para evaluar las
diferentes actividades y conocer el potencial de especies nativas de Piper en la prevencion

de enfermedades crdnicas y degenerativas.



1. RESUMEN

La tirosinasa es la enzima limitante de la velocidad de la biosintesis de pigmentos
de melanina responsables de la coloracion del pelo, piel y ojos, inhibidores de la tirosinasa
pueden ser clinicamente Utiles para el tratamiento de algunos trastornos dermatoldgicos
asociados con la hiperpigmentacion por alta produccién de melanina; también se utiliza en

cosmética para despigmentacion después de quemaduras.

La ureasa (urea amidohidrolasa) es una enzima que se encuentra distribuida en
algas, bacterias, hongos y plantas. Esta cataliza la hidrolisis de la urea para la produccién de
amoniaco, que cambia el pH del sitio en donde actla; en el sistema gastrointestinal se ha
relacionado con el desarrollo de Ulceras gastricas y en el sistema urinario ha demostrado
estar implicado en la formacion de célculos renales, por la precipitacion de algunos

compuesto al enfrentarse al cambio de pH.

El sistema antioxidante se encarga de proteger los tejidos atrapando los radicales
libres, interviniendo en los pasos de iniciacion, propagacion o finalizacion de procesos
oxidativos. Es necesario su reemplazo constante por medio de la ingesta en la alimentacion.
Las plantas han demostrado poseer actividad antioxidante pues cuentan con una amplia

variedad de moléculas secuestrantes de radicales libres como polisacaridos y polifenoles.

El presente estudio tuvo como objetivo la determinacion de actividad antiureasa,
antitirosinasa y antioxidante de extractos diclorometanicos y metanolicos, obtenidos de las
especies nativas del género Piper, P. amalago, P. auritum, P. hispidum, P.

jacquemontianum, P. oradendron, P. psilorhachis, P. retalhuleuense, P. sempervirens, P.



umbellatum, P. variabile. En esta investigacion se determing¢ la actividad inhibitoria de la
tirosinasa y ureasa por ensayos enzimaticos, cualitativos, cromatografia de capa fina (TLC)
y cuantitativos (método cinético espetrofotometria), la actividad antioxidante fue evaluada

por el método cuantitativo, poder antioxidante reductor del hierro (FRAP).

Todas las muestras fueron analizadas por quintuplicado y se utilizaron soluciones
estandar como referencia para verificar la eficacia de los ensayos, siendo todas
estadisticamente significativas, evaluadas con un intervalo de confianza del 95%.

Las especies del género Piper que presentaron mejor actividad fueron, en la
inhibicion de la actividad tirosinasa P. variabile con un valor de Clsp de 2.0 ug/mL en el
extracto diclorometénico, la mayor inhibicion de la actividad de ureasa la presentd P.
psilorachis con un valor de Clsy de 1.9 upg/mL en el extracto metandlico y también
presento el mayor poder reductor de hierro segln los valores obtenidos de Clsp con un
valor de 2.1 pg/mL. Sin embargo ninguno de los intervalos de confianza de los extractos
analizados se encuentran entre el rango obtenido para los estandares en los tres ensayos, por
lo que se concluye que a pesar que las especies presentan actividad, ninguna presenta una

actividad tan eficaz como los estandares.



1. ANTECEDENTES

A. Actividad antitirosinasa

1.  Generalidades

Segun Tripathi y colaboradores (1992), las hiperpigmentaciones, tales como lentigo
senil, melasma, pecas pigmentadas y cicatrices de acné, son de particular interés para las
personas ya que pigmentos de melanina se encuentran también en el cerebro de los
mamiferos, por la enzima tirosinasa que juega un papel en la formacion neuromelanina en
el cerebro del ser humano. Esta enzima oxidasa de funcion mixta podria ser fundamental
para neurotoxicidad de dopamina y pueden contribuir a la neurodegeneracion asociado con
la enfermedad de Parkinson (Casafiola et al., 2007).

Segln estudios realizados por Kim y colaboradores (2002), la tirosinasa es la
enzima limitante de la velocidad de la biosintesis de pigmentos de melanina responsables
de la coloracién del pelo, piel y ojos. También es conocida como la polifenol oxidasa
(PPO), es una enzima multifuncional que contiene cobre. Es catalizadora en la oxidacion
de monofenoles, O-difenoles y O-quinonas. La tirosinasa es conocida por ser una enzima
clave para la biosintesis de melanina en las plantas y animales. Segun estudios realizados
por Lin y colaboradores (2007), inhibidores de la tirosinasa pueden ser clinicamente Utiles
para el tratamiento de algunos trastornos dermatologicos asociados con la
hiperpigmentacion por alta produccion de melanina; ellos también encuentran usos en
cosmética para despigmentacion después de quemaduras. Ademas, la tirosinasa es conocida

por estar involucrada en el proceso de muda de los insectos y la adherencia de organismos



marinos. Los inhibidores de la tirosinasa se han utilizado en productos cosméticos que se
promueven para aclarar la piel (Chiari, Joray, Ruiz, Palacios & Carpinella, 2010).

Los tratamientos topicos estandar para los trastornos de hiperpigmentacion incluyen
inhibidores de la tirosinasa, algunos compuestos con actividad inhibitoria se utilizan en
medicina, pero la mayoria de ellos no retinen todos los requisitos de eficacia clinica, o se
observan efectos adversos (Casariola et al., 2007).

La busqueda de los agentes quimicos naturales capaces de modular el metabolismo
de la pigmentacion es de gran interés. Por lo tanto, varios han sido probados como
cosmeéticos y productos farmacéuticos para evitar el exceso de melanina en las capas
epidérmicas o como agentes blanqueadores (Baurin, Arnoult, Scior, Do & Bernard, 2002).

Los compuestos para aclarar la piel deben cumplir al menos los siguientes criterios
antes de realizar més pruebas. En primer lugar, ser inhibidores de la enzima,
preferiblemente con la capacidad de coordinacion con los aniones cobres en el sitio activo
de la tirosinasa. Esta propiedad confiere cierta especificidad hacia la tirosinasa, puede
aumentar la union y asi mejorar la inhibicién. En segundo lugar, deben presentar una baja
toxicidad. Desafortunadamente, algunos compuestos con la capacidad para coordinar
metales pueden ser muy toxicos, y deben ser descartados. Algunos compuestos evaluados
no son toxicos para las células no-melanocitos (p. €j. queratinocitos), pero se vuelven
toxicos cuando se actua sobre la tirosinasa y se convierten en quinonas dentro de los

melanocitos (Curto et al., 1999).

2. Melanogénesis y tirosinasa
La melanogenesis es un proceso fisiologico que resulta en la sintesis de los

pigmentos de melanina, que desempefian un papel crucial protector contra
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fotocarcinogénesis de la piel. La melanina se forma en células especializadas, los
melanocitos en el transcurso de un proceso bioquimico que lleva el nombre de
metalogénesis y representa una parte de una serie compleja de acontecimientos que
comienzan desde el metabolismo del aminoécido tirosina por la enzima tirosinasa
(Casariola et al., 2007).

El componente dominante de color de la piel normal se proporciona por la melanina
que es un heteropolimero compuesto de indol que se produce dentro de los melanosomas
por la accion de la enzima tirosinasa que es el material precursor en los melanocitos
(Nakashima et al., 2010).

La tirosinasa es una enzima clave para la biosintesis de melanina, se centra
principalmente en la catalizacion de dos reacciones distintas en la sintesis de melanina
segun Casafiola y colaboradores (2007). La hidroxilacion de L-tirosina (actividad
monofenolica de la tirosina) a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y la oxidacion de L-
DOPA (actividad difenolasa), para dar lugar a dopaquinona (Lee, Kim & Kim, 1997,
Kyeong, Kim, Hyun, Sang & Ho, 2011).

Después de una conversion de dopaquinona a dopacromo, dopacromo tautomerasa
(proteina relacionada con tirosinasa-2, DCT/TRP-2) cataliza la conversion de dopacromo a
5,6 - dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA). Posteriormente, DHICA se convierte en indol-
quinona carboxilico &cido por DHICA oxidasa proteina relacionada con tirosinasa 1, (TRP-
1) y transformarse en melanina mediante en una serie de reacciones no enzimaticas. En
general, la actividad de tirosinasa y los niveles de proteina de tirosinasa, TRP-1, y TRP-2 se
correlaciona directamente con el contenido de melanina. Es demostrado que los
melanocitos derivados de una piel palida, tienen un contenido de melanina bajo, siempre

tienen menores niveles de actividad tirosinasa, TRP-1, y TRP-2 en los melanocitos
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derivados de la piel mas oscura, con un mayor contenido de melanina con altos niveles de

actividad tirosinasa (Fang, Tsuji & Setaluri, 2002).

Las proteinas relacionadas con la tirosinasa en humanos (TYRPSs) incluyen las

enzimas de la tirosinasa y una familia de estrecha relacion de los melanocitos, productos

especificos de genes implicados en la sintesis de melanina. Las localizaciones

cromosomicas de los locus que contienen los tres genes humanos TYRP se han

determinado y se han realizado investigaciones de polimorfismos que podrian explicar la

variacion natural en la pigmentacion y de varios estados de hipopigmentacion (Fang et al.,

2002).
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Recientemente se ha demostrado que otros factores tales como iones metalicos

también contribuyen a la produccién de melanina. Existen ademas tres croméfobos que
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contribuyen al color de la piel, la hemoglobina, oxihemoglobina, carotinoides (Ul-Haq et
al., 2006).
3. Compuestos inhibitorios de la tirosinasa

El uso de inhibidores de la tirosinasa, tales como acido kojico e hidroguinona es
cada vez mas importante en la industria cosmética debido a sus efectos anti-pigmentacion
(Momtaz et al., 2008).

Los aniones para amortiguar son Utiles en el rango de pH de 4 a 7, son potentes
inhibidores de la tirosinasa, particularmente por debajo de pH 5.5, entre los tampones que
se utilizan, se encuentra el fosfato de sodio, 0.1 M, con pH 7.0, para las mediciones
cinéticas (Duckworth & Coleman, 1969).

En el pasado, eran los sulfitos ampliamente utilizados como inhibidores de la
tirosinasa por su efecto antipardeamiento. Sin embargo, su uso ha sido regulado con el fin
de asegurar al consumidor seguridad, ya que estos conservantes afectan la calidad
nutricional de los alimentos y puede causar reacciones alérgicas, asi como
gastrointestinales. La arbutina, de origen natural (beta-D-glucopiranésido de hidroquinona),
es utilizada tradicionalmente para despigmentacién (Baurin et al., 2002).

Otros compuestos con actividad inhibidora de la tirosinasa, incluyen el pirocatecol
es conocido como inactivador de la tirosinasa, como su producto de oxidacion. Compuestos
que pertenecen a diferentes subsistemas, tales como los derivados de azobenceno,
tripéptido &cido kojico, analogos del oxadiazol, derivados longifolene, derivados del acido
glicirretinico, nitrosohidroxilaminas, catequinas, ésteres de acidos gentisico, compuestos de
hidroxiestilbeno, y benzaldoximes, acido salicilidroxamico, catequinas, la hidroguinona,

resveratrol y oxiresveratrol (Casafola et al., 2007; Lim, Lim & Yule, 2009).



La Administracion de Alimentos y Drogas (FDA por sus siglas en inglés) ha
aprobado productos farmacéuticos que contienen 2.4% de hidroxiquinona (HQ) ya que son
moderadamente eficaces, pero HQ se considera citotoxico para melanocitos vy

potencialmente mutégenos para células de mamiferos (Curto et al., 1999).

4. Metodologia para determinacion de actividad antitirosinasa

Se han realizado variedad de estudios para la demostracién y evaluacion de la
actividad antitirosinasa, para lo cual se han utilizado diversas metodologias, ya sea in vitro
0 in vivo. Sin embargo las determinaciones de la capacidad antitirosinasa realizadas in vitro
solo proporcionan una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo
(Kohen & Nyska, 2002).
a. Determinacion de la actividad antitirosinasa por medio de espectrofotometria

Un método espectrofotométrico para que sea cuantitativo requiere que:

El método sea selectivo para el analito que se desea analizar.

Esté libre de interferencias que afecten el resultado analitico 6 que las interferencias se

puedan controlar.

Tenga alta precision y exactitud.

Tenga una alta sensibilidad.

El limite de deteccion corresponda a una concentracion baja (Kohen & Nyska, 2002).
Experimentalmente para el establecimiento de un método espectrofotométrico,
después de optimizar las condiciones quimicas del sistema (pH, temperatura, control de

interferentes, concentracion adecuada de reactivos, solvente apropiado, proteccion a la luz



para evitar reacciones fotoquimicas, etc.) que garanticen que se tiene la especie de interés
en condiciones adecuadas para la medida, el principio involucra la absorcién de radiacién
ultravioleta visible por una molécula, causando la promocion de un electrén de un estado
basal a un estado excitado, liberandose el exceso de energia en forma de calor, utiliza
radiaciones del campo UV de 80 a 400 nm, principalmente de 200 a 400 nm (UV cercano)
y de luz visible de 400 a 800 nm, por lo que es de gran utilidad para caracterizar las
soluciones en la region ultravioleta-visible del espectro. Se rige por una ley muy
importante: la ecuacion de Beer-Lambert. En la metodologia se utiliza L-DOPA como
substrato y de L-tirosina, tampdn fosfato (pH 6.5). El aumento de la absorcién se mide a la
formacion de DOPAcromo Y el porcentaje de inhibicion de la actividad tirosinasa se calcula
como sigue:
Porcentaje de inhibicion= [(A- B)/A]*100

Donde A= absorbancia a 475 nm sin muestra de ensayo (10 mL de solucion (%,
50/50) de propilen-glicol /agua desionizada) y B= absorbancia a 475 nm con muestra de
ensayo (10 mL de extracto de la planta). La presencia de oxiresveratrol (2,3 ', 4,5'-
tetrahidroxistilbene) parece justificar la alta inhibicion de la tirosinasa. Para los estandares
(controles) se utiliza el &cido kojico y L-mimosina (Baurin et al., 2002; Casafiola et al.,
2007).
b. Determinacion de la actividad antitirosinasa por medio de Western blot

Metodologia en la cual se evaltan varias proteinas relacionadas con la tirosinasa, se
utiliza para determinar el grado de expresion de la tirosinasa y los TRPs, en una muestra
determinada. Mediante una electroforesis en gel en este caso se utiliza gel poliacrilamida
(10%), se separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso

molecular, estructura, hidrofobicidad, etc. Luego son transferidas a una membrana
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adsorbente PVDF (membranas Immobilon-P, Millipore Corp., Bedford, MA) para poder

buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella, anti-tirosinasa (C-19),

anti-TRP1 (G- 17), y anticuerpos anti-TRP2 (D-18), se afiaden a una dilucién 1:1000, y las

membranas se incuban en una habitacion a temperatura ambiente durante 3h. Finalmente,
se detecta la union antigeno-anticuerpo por nitro azul tetrazolio (NBT) / 5 - bromo-4-cloro-
3-indolil fosfato (BCIP). De esta forma se puede estudiar la presencia de la proteina en el
extracto y analizar su cantidad relativa respecto a otras. La extension de la carga de

proteinas es evaluada por Western blot utilizando anticuerpo b-actina (Lin et al., 2007).

c. Determinacion de la actividad antitirosinasa por medio de Cromatografia de Capa fina

(TLC).

La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography-TLC) es una
técnica analitica rapida y sencilla, muy utilizada en un laboratorio de Quimica orgénica.
Entre otras cosas permite:

— Determinar el grado de pureza de un compuesto. Se puede determinar asi, por ejemplo,
la efectividad de una etapa de purificacion.

— Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser idénticas. Si, por
el contrario, corren distinto entonces no son la misma sustancia.

— Realizar el seguimiento de una reaccion. Es posible estudiar como desaparecen los
reactivos y como aparecen los productos finales o, lo que es lo mismo, saber cuando la
reaccion ha acabado (Chiari et al., 2010).

La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una ldmina de plastico o
aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina capa de adsorbente (fase

estacionaria). Entonces, la lamina se coloca en una cubeta cerrada que contiene uno o
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varios disolventes mezclados (eluyente o fase mdvil). A medida que la mezcla de
disolventes asciende por capilaridad a través del adsorbente, se produce un reparto
diferencial de los productos presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente, los
dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son la gel de silice (SiO2) y
la alimina (Al,O3), ambas de caracter polar. En todas las separaciones cromatogréficas, la
muestra se desplaza con una fase mdvil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido
supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con la que es
inmiscible, y que se fija a una columna o a una superficie sdlida. Como consecuencia de la
distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas
que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente (Chiari et al., 2010).

En el ensayo cromatografico para determinar la inhibicion de tirosinasa, las
separaciones en capa fina se realizan en placas de vidrio o plastico que se recubren con una
capa delgada y adherente de particulas finamente divididas; esta es la capa estacionaria.
Los extractos se someten a la silica gel/acetona: metanol 1:49. Se remueve de la fase movil
(Momtaz et al., 2008).

El revelado de las placas la mayor parte de las placas de cromatografia llevan un
indicador fluorescente que permite la visualizacion de los compuestos activos a la luz
ultravioleta (254 nm). La presencia de un compuesto activo a la luz ultravioleta evita que el
indicador absorba la luz en la zona en la que se encuentra el producto, y el resultado es la
visualizacion de una mancha en la placa que indica la presencia de un compuesto (Chiari et
al., 2010).

En el caso de compuestos que no absorben luz UV, la visualizacion (o revelado) del
cromatograma requiere utilizar un agente revelador. Este tiene que reaccionar con los

productos adsorbidos proporcionando compuestos coloreados, en la metodologia para la
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determinacion de la inhibicion se utiliza L-tirosina como sustrato dando asi un compuesto
coloreado gris-purpura (Curto et al., 1999).
d. Plantas medicinales con actividad antitirosinasa

En la bdsqueda de actividad antitirosinasa se han realizado varios estudios en
material vegetal en Asia, siendo el primero en la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de Kinki, Japén por Matsuda y colaboradores (1996), quienes demostraron que
extractos de las hojas de Arctostaphylos patula, A. viscida, A. canescens, A. columbiana, A.
nevadensis y Arctostaphylos uva-ursi, tienen actividad antitirosinasa y actdan en la
biosintesis de la melanina. En un estudio mas reciente, Nakashima y colaboradores (2010)
demostraron que extractos metandlicos de la hoja de Anastatica hierochuntica), inhibe la
melanogeénesis en las células 4A5 del melanoma B16, estimuladas por teofilina. En Corea,
Lee y colaboradores (1997), estudiaron doce extractos vegetales de los cuales Morus alba y
Rheum palmatum presentaron la mayor inhibicion de la actividad, demostrando una
inhibicion del 50% a concentracion de 333 mg/mL. Otro estudio de Ul-Haq y colaboradores
(2006), demostraron que el extracto de raiz de Vitex negundo, puede ser inhibidor de la
enzima tirosinasa y puede ser utilizado para el tratamiento de la hiperpigmentacion
asociada con una alta produccion de melanocitos.

En China, Lin y colaboradores (2007) estudiaron extractos de la hoja de Malus
doumeri var. Formosana demostrando la capacidad para inhibir la actividad de la enzima
tirosinasa y reducir el contenido de melanina. En Turquia, Ozer y colaboradores (2007),
demostraron que los extractos de Juglans regia, Eucalyptus camaldulensis y Castanea
sativa poseen inhibicion de la enzima tirosinasa, siendo J. regia la de mayor inhibicion a
una concentracion de 500 mg/mL. En la India, Rout & Banerjee (2007), demostraron que

la corteza de Punica granatum posee actividad antitirosinasa segin. Un estudio en Malasia

13



por Mohd y colaboradores (2008), demostr6 la actividad antitirosinasa en cuatro especies
del bamboo donde solamente Gingantochloa ligulata y Schizotachyum zollingeri
presentaron inhibicion en la ruta enzimética de la biosintesis de melanina. Otro estudio
también demostrd que los extractos metanodlicos de hoja de Macaranga gigantea, M.
pruinosa, M. tanarius y M. trilob, poseen actividad de inhibicion de la enzima (Lim et al.,
2009).

Un estudio en Taiwan por Wang y colaboradores (2010), demostr6é que la hoja de
Michelia alba, es un inhibidor de la tirosinasa humana y antioxidante, otro estudio
demostré que las ramas de Distylium racemosum poseen actividad de inhibicion de la
tirosinasa (Kyeong et al., 2011).

En Francia, Baurin y colaboradores (2002) investigaron 67 extractos de los cuales
solamente Stryphnodendron barbatimao, Portulacca pilosa, Cariniana brasiliensis, Entada
africana y Prosopis africana, presentaron 90% de inhibicion de la tirosinasa.

En Africa, Momtaz y colaboradores (2008), demostraron la inhibicion de la
actividad de tirosinasa en corteza de Sideroxylon inerm. Un estudio de Abdillahi y
colaboradores (2011), demostraron que cuatro especies de Podocarpus inhibieron la
actividad de la enzima tirosinasa en una dosis dependiente.

El Gnico estudio encontrado de Latinoamérica, Argentina, fue uno de Chiari y
colaboradores (2010), que demostraron inhibicion de la actividad de la tirosinasa en 91
plantas nativas, dando asi Dalea elegans, Lepechinia meyenii, L molleoides y Thalictrum
decipiens potentes valores de Clso, siendo estas 0.48, 10.43 y 3.77 pg/mL, respectivamente.

En Guatemala no se ha estudiado ninguna especie vegetal por su actividad

inhibidora de la tirosinasa.
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B. Actividad antiureasa

1.  Generalidades

Cada organismo descompone los acidos nucleicos y proteinas, generando asi
residuos nitrogenados, ya que los &cidos nucleicos y proteinas contienen nitrégeno.
Mamiferos, anfibios y algunos invertebrados excretan residuos nitrogenados como la urea,
que se produce en el higado y poca cantidad en los rifiones. La urea es un compuesto
especialmente bueno para la eliminacion de nitrogeno debido a que es soluble en agua y
menos toxico (Vincent, 1981, Capitulo 12).

La urea es un compuesto de desecho que se forma a partir del amoniaco, que es el
principal catabolito en el metabolismo de las proteinas. Las proteinas se simplifican en
aminoacidos; los cuales que no seran utilizados en el organismos pasan por un proceso de
desaminacion que conduce la al formacion del amoniaco, el cual al combinarse con
compuesto presentes en el medio (CO, y H,O) forman urea. Esto se conoce como
ureogenesis (Vincent, 1981, Capitulo 12).

La ureasa (urea amidohidrolasa) es una enzima que se encuentra distribuida en
algas, bacterias, hongos y plantas. Esta cataliza la hidrolisis de la urea para la produccién de
amoniaco, que cambia el pH del sitio en donde actla; en el sistema gastrointestinal se ha
relacionado con el desarrollo de Ulceras gastricas y en el sistema urinario ha demostrado
estar implicado en la formacion de calculos renales, por la precipitacion de algunos
compuesto al enfrentarse al cambio de pH. La estructura, numero, tipo de subunidades,
peso molecular y secuencia de aminoacidos depende de su origen. Aparte de estas

diferencias, las secuencias de aminoacidos en los sitios activos y el mecanismo de la
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actividad enzimética son los mismos (Paulo, Oleastro, Gallardo, Antonio & Dominguez,
2011).

Los compuestos que inhiben las enzimas son de suma importancia en el tratamiento
de una serie de enfermedades, el conocer inhibidores especificos de una enzima evita el
desarrollo de la enfermedad. Ya que la ureasa se ha relacionado con el desarrollo de ulceras
géstricas, la busqueda de compuestos inhibitorios que actien en el sitio activo de la enzima,

se ha intensificado (Chavez et al., 2011).

2. Estructura y mecanismo de accion de la ureasa

La ureasa es un hexamero consiste en seis cadenas idénticas en las plantas. En
bacteria, consiste en dos o tres subunidades diferentes. Las principales diferencias
estructurales se han observado entre las enzimas derivadas de plantas y microorganismos
por ejemplo la ureasa de la bacteria Klebsiella aerogenes posee tres tipos de subunidades:
a, B, Y v. Asi mismo la ureasa de Bacillus pasteurii posee los mismos tipos de subunidades.
La ureasa aislada de Canavalia ensiformis conocida como Jack Bean también, consiste de
seis subunidades, cada subunidad contiene dos atomos de niquel. En las subunidades el
niquel esta coordinado a ligandos de nitrégeno y oxigeno, y los enlaces nitrégeno—oxigeno
pueden posiblemente ser desplazado por moléculas de agua durante las reacciones
hidroliticas (Amtul, Atta-ur-Rahman, Siddiqui & Choydhary, 2002).

Aun cuando existen estas diferencias, el sitio activo de la enzima contiene dos
moléculas de niquel como fue mencionado anteriormente, estas moléculas que atraen el
sustrato, siendo las principales moléculas catalizadoras del proceso, al unirse el sustrato con
la enzima, esta Ultima cambia su conformacion evitando la separacion del complejo

sustrato-enzima (Arfan et al., 2010).
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El uso proporcionado por esta enzima depende del organismo que la produzca, por
ejemplo la bacteria Helicobacter pylori, la cual es una bacterias patdgena para el tracto
urinario, que utiliza la enzima para el cambio de pH del medio. En las plantas la enzima se
utiliza para obtencion de nitrégeno ya que estas no tienen acceso directo a una fuente de
nitrdgeno. La enzima ureasa de H. pylori se descompone en dos mondmeros: una
subunidad o y una B cada una de estas distribuidas de diferente manera comparadas con la
ureasa de otras bacterias. Esta enzima es capaz de estimular la respuesta humoral
especifica, la quimiotaxis de monocitos, de neutrofilos y de activar las funciones de los
macrofagos (Krajewska & Brindell, 2011).

En las plantas la ureasa se utiliza con dos funciones principales:

— La utilizacion de urea como una fuente de nitrégeno.
— Mecanismo de defensa frente a patdgenos.

La enzima ureasa es necesaria pues la degradacion de un aproximado de 10 Kg de
urea se da con una vida media de aproximadamente 3.6afios, pero en presencia de esta
enzima la hidrélisis de la urea es 10* veces més rapida. Luego de la hidrélisis inicial de la
urea se dan como subproductos carbamato y amoniaco que luego estos se hidrolizan y
forman asi el acido carbénico y otra molécula de amoniaco; este Gltimo se desprotona con
agua en pH fisiol6gico mientras que el &cido carbénico se disocia causando asi un
incremento en el pH (Amtul et al., 2002; Shi, Liu, Liu & Gu, 2010).

La reaccion que se lleva a cabo se representa de la siguiente manera:

CO(NH2)2+H20 — > 2NH3; + CO.H
Urea Ureasa Amoniaco Carbamato
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3. Organismos que producen la enzima ureasa

En estudios realizados se ha demostrado que la ureasa de plantas y bacterias
presenta mayor similitud, que entre animales y bacterias. Entre las bacterias que producen
la ureasa se encuentran: Proteus sp., Klebsiella aerogenes, Bacillus pasteurii, Ureaplasma
urealyticum, y H. pylori en esta ultima se ha estudiado con mayor detenimiento la accion de
esta enzima por considerarse un factor de virulencia, como fue mencionado anteriormente
(Amtul et al., 2002).

Aun cuando muchos organismos pueden convertir la urea en amonio para la
obtencidn de nitrégeno sin la utilizacién de la enzima ureasa, la presencia de esta acelera el
proceso en una proporcion de 10*. Es por esta razon que en algunas bacterias la enzima se
considera un factor patoldgico, pues esta implicada en la alcalinizacion del medio o la
utilizacion de urea como fuente de nitrogeno (Amtul et al, 2002).

La bacteria H. pylori rapidamente hidroliza la urea como parte de su método de
supervivencia a partir de la produccién de la enzima ureasa, para poder alcalinizar la bolsa
gastrica y colonizarla. Segun Paulo y colaboradores (2011), por esta razén se ha implicado
como el agente etiolégico de la gastritis cronica, Ulcera péptica, adenocarcinoma gastrico y
otros trastornos relacionados. También explica la asociacion de la bacteria con los espacios
intercelulares del epitelio gastrico, por los cuales se excreta la urea (Chéavez, Aranda,
Garcia & Pastene, 2011; Saboury, Poorakbar & Rezaei, 2010).

Desafortunadamente, la erradicacion de H. pylori ha demostrado ser dificil, por lo
que se utiliza terapia triple con al menos dos antibioticos y un inhibidor de la bomba de
protones, este tratamiento presenta una tasa de erradicacion del 90%. Sin embargo, estos
regimenes complicados, tienen importantes efectos secundarios y problemas de

cumplimiento, a menudo llevando a la recaida (Quilez et al., 2010).
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Puesto que la curacion completa no siempre se logra con triple tratamiento,
actualmente se buscan otros agentes terapéuticos. Asi, en los Ultimos afios un interés
creciente en los compuestos biolégicamente activos, incluyendo antioxidantes a partir de
plantas y otras fuentes naturales (Hassani et al., 2009; Paulo et al., 2011).

Entre las plantas que producen la ureasa se encuentra C. ensiformis, en la que se ha
identificado la enzima ureasa con mayor similitud con algunas ureasas bacterianas, siendo
esta la razon de ser utilizada en una serie de ensayos para determinar si existen compuestos
que inhiben la accién de la enzima, para luego aplicar su uso en infecciones bacterianas

(Kosikowska & Brindell, 2011; Shi et al., 2010).

4. Compuestos que favorecen la inhibicion de la actividad enzimatica

Al existir una gran cantidad de compuesto que actian inhibiendo la enzima los
mecanismos de accién actlan de distinta manera, pero la en la mayoria de mecanismos se
da una inhibicién de la enzima ureasa acttan de manera competitiva irreversible (Amtul et
al., 2002).

Entre los principales los compuestos que inhiben la ureasa se encuentran:

Acido acetohidroxaminico (AHA); es el compuestos que presenta mayor actividad en
medicamentos, es el mas estudiado de los compuestos inhibitorios, actualmente es
utilizado para el tratamiento rutinario de infecciones del tracto urinario.

— Compuestos derivados de la urea, ya que actGan de manera mimética, anulando asi el

sitio activo de la enzima.

Cetonas

Quinonas
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— Compuestos heterociclicos.
— Polifenoles
— Imidazoles

Se han encontrado méas de 800 compuestos que son capaces de realizar esta accion,
pero los compuestos que presentan mayor concentracion inhibitoria (Clso) de ureasa, son
los grupos de compuestos listados anteriormente, es importante mencionar que aunque
estos han demostrado ser inhibidores de ureasa vegetal no se ha comprobado su accion con
ureasa bacteriana. El grupo con el cual si se ha experimentado son los polifenoles, ya que se
realizaron los ensayos para determinar su accidn inhibitoria en ureasa bacteriana obtenida
de H. pylori presentando resultados negativos (Amtul et al., 2002; Shi et al., 2010; Chavez

etal., 2011).

5. Mecanismos de accion de los compuestos que inhiben la actividad de la enzima

Al ser la ureasa un compuesto presenta un sitio activo con dos moléculas de niquel
se realiza un inhibicion competitiva en la mayoria de los mecanismos propuestos se trata de
un inhibicion irreversible.

Los mecanismos propuestos por Amtul (2002) se basa en la siguiente clasificacion:
a. Inhibidores quimicamente similares dirigidos al sitio activo, el primer tipo de
mecanismos son los inhibidores dirigidos al sitio activo, que principalmente son
quimiotipos y sus analogos. Ellos comparten una caracteristica comudn: cada inhibidor crea
un puente entre los dos iones paramagnéticos de niquel en el sitio activo de la enzima. Asi,
el niquel y los residuos de aminoacidos en el sitio activo estan en una orientacion similar al

momento de la union al sustrato de la ureasa. Tiourea y la hidroxiurea son los principales
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ejemplos de inhibidores similares al sustrato de la ureasa. La mayoria de los inhibidores de
ureasa contiene grupos fuertemente basicos, que imitan el enlace amida del sustrato es decir
la urea. Los derivados de acido acetohidroximico y fosfazenos actian como parte de este
mecanismo (Ahman & Mahummad, 2008).
b. Compuestos diferentes al sustrato o inhibidores del mecanismo, el compuesto inhibidor
no tienen ninguna similitud estructural con el sustrato de la enzima (urea), mas bien, estan
disefiados para interferir con el mecanismo de la enzima, afectando la catalisis que conduce
a la inactivacion enzimatica. Tales compuestos también son llamados inhibidores "basados
en el mecanismo" (Ahman & Mahummad, 2008).

Los fosforodiamidos e imidazoles son tipicos inhibidores basados en el mecanismo.
Los inhibidores no similares al sustrato no son compuestos reactivos a diferencia del
sustrato o el producto de la enzima objetivo. La enzima se convierte en su forma reactiva,
que luego se inactiva, antes liberar el compuesto por un lanzamiento del sitio activo. El
potencial de tales inactivadores de enzimas basados en el mecanismo, en las drogas de

disefio ha sido revisado recientemente (Ahman & Mahummand, 2008).

6.  Metodologia para determinacion de inhibicion de la actividad ureasa

Las metodologias utilizadas para el estudio in vitro de la inhibicion de esta enzima
son dos principalmente, la primera es propuesta por Tanaka y colaboradores (2003), que se
basa en la identificacion de los compuestos inhibidores con rojo de fenol; primero
identificando la actividad por medio de una cromatografia de capa fina (TLC siglas
inglés), luego se realiza una microdilucion en placa determinando si se trata de acido
acetohidroxiaminico o un compuesto derivado de este que inhiba la accion de la ureasa (Shi

etal., 2010; Tanaka et al., 2003).
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La segunda metodologia es propuesta por Weatherburn, en donde se realiza una
identificacion de inhibidores por medio de microplaca utilizando indofenol como
revelador, se prepara un reactivo fenolico, y un reactivo alcalino en un medio levemente
acido pH 6.8, el indolfenol revela la presencia de tiourea o compuestos derivados de este,

que actian como inhibidores de la ureasa (Ahmad & Mahummad, 2008).

7. Plantas medicinales con actividad inhibitoria de la enzima ureasa

El estudio de compuestos activos en plantas se ha incrementando, para la obtencion
de medicamentos que inhiban enzimas de manera especifica, algunos de los estudios han
evaluado la actividad inhibidora de la ureasa, primero se dio como busqueda de moléculas
y luego en plantas evaluando la presencia de algunos de estos compuestos (Amtul et al.,
2002).

El primer estudio identificado en esta revision de literatura, sobre la busqueda de
actividad inhibidora de ureasa en especies vegetales es el de Tabak y colaboradores (1996),
en lIsrael, donde se evaluaron 11 especies de plantas de las cuales cinco presentaron
actividad inhibitoria de la ureasa siendo la planta més importante Thymus vulgaris. Ahmad
y colaboradores (2008), en Pakistan, identificaron inhibicion de la enzima en la planta
completa de Datisca cannabina. Hassani y colaboradores (2009), en la India, demostraron
que las hojas de Camellia sinensis, presenta inhibicion de la enzima, pero en bajas
concentraciones.

Arfan y colaboradores (2010), en Pakistan, estudiaron las ramas de Hypericum
oblongifolium, en donde identificaron més de 10 compuestos altamente inhibitorios

presentes en esta especie.
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Un estudio realizado por Shi y colaboradores (2011), en China, evaluaron 15
plantas de las cuales la corteza de Magnolia officinalis, la semilla de Cassia obtusifolia y el
fruto de Forsythia suspensa, presentaron una inhibicion mayor al 50%, en el resto de
especies se identificd inhibicion de la enzima menor a 50%.

El Unico estudio encontrado realizado en Europa fue presentado por Juszkiewicz y
colaboradores (2004), en Polonia, los que comprobaron la actividad del ajo como inhibidor
de la enzima ureasa.

Estudios realizados en el continente americano, se presentan a Quilez y
colaboradores, Brasil, (2010) en donde evaluaron la actividad en la hoja de Piper carpunya,
inhibiendo el crecimiento de H. pylori sin evaluar el mecanismo por el que se da la
inhibicion, sugiriendo que podria ser por una posible inhibicion de la enzima ureasa. En
otro estudio presentado por Chavez y colaboradores en Argentina, (2011), se estudio el
epicarpio de Persea americana var. Hass, como planta inhibidora de ureasa vegetal y
bacteriana (H. pylori).

En Guatemala no se ha estudiado ninguna especie vegetal por su actividad

inhibidora de la ureasa.

C. Actividad antioxidante

1.  Generalidades

Segun Halliwell (2011), una sustancia antioxidante es aquella molécula que tiene
como objetivo principal proteger un tejido bioldgico contra el dafio oxidativo. Un radical
libre una molécula inestable que contiene uno 0 mas electrones no apareados, es decir, que

posee un electron impar en Orbita, y tiende a buscar moléculas estables para formar
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combinaciones con ellas y saturar sus electrones. A este proceso se le conoce como
oxidacion (Halliwell & Grootveld, 1987).

La oxidacion es fundamental en el ser humano para la produccion de energia, pero
cuando la produccién de oxigeno es incontrolada y existe un desequilibrio en la accion
protectora de enzimas puede implicar la aparicion de muchas enfermedades como artritis
reumatoide y aterosclerosis; asi como en procesos degenerativos asociados con el
envejecimiento (Mau, Lin & Song, 2002).

El estrés oxidativo surge en sistemas bioldgicos después de una prolongada
exposicion a oxidantes, o debido a una disminucién de la capacidad antioxidante del
sistema; y esta asociado con la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), las
cuales estan implicadas en la patologia de numerosas enfermedades como el cancer, por
estas razones los radicales libres deben ser inactivados (Salcedo & Garcia, 1998; Sanchez,
Martinez & Fauré, 2011).

En las oxidaciones bioldgicas, los radicales libres mas importantes, son el oxigeno
y los derivados del mismo: el anion superdxido, el peréxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo. Los radicales libres reaccionan rapidamente con casi cada tipo de molécula
bioldgica hallada en forma libre o formando parte de las diferentes estructuras celulares de
los seres vivientes, tales como: glucidos, fosfolipidos, aminoécido, nucleétidos, &cidos
grasos, lipoproteinas y membranas celulares (Venereo, 2002).

Los antioxidantes se clasifican en dos amplios grupos, dependiendo de si son
solubles en agua (hidrofilicos), reaccionan con los oxidantes en el citoplasma celular y el
plasma sanguineo; o en lipidos (hidrofébicos), protegen las membranas de la celula contra

la peroxidacion de lipidos (Vertuani, Angusti & Manfredini, 2004).
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Chaudiere & Ferrari-lliou (1993), le dieron importancia relativa a algunos
compuestos que contribuyen a la defensa antioxidante quelando los metales de transicion y
evitando que catalicen la produccion de radicales libres en la célula. Particularmente
importante es la capacidad de secuestrar el hierro, que es la funcidn de proteinas de union
al hierro tales como la transferrina y la ferritina (Stohs & Bagchi, 1995; Salcedo & Garcia,
1998).

En el sistema antioxidante, la vitamina E es mas importante, ya que actda en las
membranas celulares interrumpiendo la reaccion en cadena de la peroxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados (Cui, Luo, Xu & Ven, 2004).

Segln Quintanar & Calderén (2009), los mecanismos antioxidantes se pueden

clasificar en diversas formas, segun la linea de defensa del organismo:

Macromoléculas que acomplejan especies reactivas y evitan su reaccién, como

proteinas que acumulan o transportan metales de transicion.

— Enzimas antioxidantes con gran afinidad para catalizar con altas velocidades la
reaccion de reduccion parcial de una especie reactiva, como la superdxido bismutasa,
que cataliza la dismutacion del oxigeno a agua.

— Sustratos antioxidantes., para reducir parcialmente a los radicales libres y las especies

nativas.

Enzimas que regeneran sustratos o co-sustratos antioxidantes como las enzimas que
regeneran al glutation reducido, la vitamina E y el NADPH (Nicotinamida adenina

dinucléotido fosfato).

Antioxidantes enddgenos, como el glutation, NADPH y albdmina.

Antioxidantes exdgenos, provienen de la dieta, tales como vitamina C y E.
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— Sistemas de reparacion, tratan de recuperar la funcion de las macromoléculas dafiadas o

destruir la macromolécula que pudiera causar dafio a la economia celular.

2. Metodologia para evaluar la actividad antioxidante
Se han realizado variedad de estudios para demostrar y evaluar la actividad

antioxidante, sin embargo las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in
vitro solo proporciona una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in
vivo. Estas metodologias también se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de
accion en: secuestro de radicales libres, medicion del potencial de éxido reduccién,
inhibicidn de reacciones de oxidacion y auto-oxidacion (Kohen & Nyska, 2002).
a. Principales métodos usados para medir actividad antioxidante

En el método de difenilpicrilhidrazilo (DPPH), la actividad antioxidante se mide en
términos de donar hidrogeno o de la capacidad atrapadora de radicales. La reduccion y
estabilizacion del DPPH por los antioxidantes da lugar a la decoloracién de éste,
produciendo una disminucion de la absorbancia a 517 nm y se expresa como porcentaje de
decoloracion de la solucion radicalaria a una concentracion dada. La pérdida de color en la
mezcla del ensayo, estd determinada por las concentraciones de sustancia antioxidante
(extracto), la concentracion de DPPH y el tiempo de reaccion. La actividad se expresa en
términos de la concentracion inhibitoria media (Clsg) (Palomo et al., 2009; Tirzitis &
Bartosz, 2010).

El método en el cual la actividad antioxidante de los compuestos fendélicos viene
determinada por su estructura quimica y dichos compuestos pueden actuar como
antioxidantes mediante dos mecanismos principales: como antiradicalarios y como

guelantes de metales, se le conoce con el nombre de cuantificacion de fenoles totales
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mediante el reactivo de Folin-Ciocalteau. El mecanismo es una reaccion redox
fosfotlngstico y de &cido fosfomolibdico que se reduce, por oxidacién de los fenoles, a una
mezcla de 6xidos azules de tungsteno y de molibdeno (Re et al., 1999).

El ensayo TEAC/ABTS (Trolox equivalent antioxidant capacity), se basa en la
inhibicion por los antioxidantes del radical cationico verde-azulado ABTS (2,2-azinobis-
(3-etilenbenzotiazolin-6-sulfonato), cuyo espectro muestra un maximo de absorcion a las
longitudes de onda 415, 645, 734, 815 nm. Como patrén emplea el compuesto denominado
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), un analogo sintético
hidrosoluble de la vitamina E. Para el desarrollo se suelen emplear dos estrategias:
inhibicion y decoloracion, en la primera los antioxidantes se afiaden previamente a la
generacion del radical ABTS y se determina la inhibicion de la formacion del radical, que
se traduce en un retraso en la aparicion de la coloracion verde-azulada. En la segunda
estrategia, los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS se ha formado y se determina
entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del radical, es decir la
decoloracidn de éste (Mesa-Vanegas et al., 2009).

Una técnica de analisis quimico y cuantitativo es la llamada cromatografia de capa
fina (TLC), utilizada para separar sustancias puras de mezclas complejas, en el cual el flujo
de un solvente liquido o gas promueve la separacion de sustancias mediante migracion
diferencial, en un medio poroso absorbible. La TLC, es una técnica que consta de dos tipos
de fase, una estacionaria y una mavil. Las ventajas de aplicar este procedimiento son la
rapidez y el bajo costo de los experimentos. Las separaciones en capa fina se realizan en
una placa de vidrio recubierta con una capa adhesiva delgada de particulas finamente

divididas (Sharapin, 2000; Skoog, West, Holler & Crouch, 2005).
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b. Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

Este método est4 basado en la reaccién redox Fe**/Fe*?, con antioxidantes en la
muestra y como resultado la creacion de un color azul que se puede medir a 593 nm
(Kohan & Nyska, 2002).

Kosem y colaboradores (2007), reportaron una correlacion directa entre la actividad
antioxidante y el poder reductor de ciertos extractos vegetales. Este método evalua la
capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para reducir el hierro.
La actividad antioxidantes de la fraccion etil acetato es significativamente mas fuerte que
con otros. Hay diferencia insignificante en las actividades antioxidantes entre el extracto de
etanol, el de n-butanol y la fraccion de agua, mientras que el éter de petrdleo la actividad es
pobre. La reduccién de hierro se mide utilizando un reactivo que actte reducienco el Fe™ a
Fe*?, al encontrarse en estado reducido se le une croméforo para la formacion de complejos
color azul, midiéndose con un espectrofotometro a 630 nm (Mesa-Vanegas et al., 2010;
Zhou et al., 2011).

Segun Katalinic y colaboradores (2006), en un estudio reciente se evalud por este
método gran variedad de plantas, presentando mayor poder antioxidante Melissa officinalis
y A. uva-ursi. Un estudio realizado por Murillo y colaboradores (2007), demuestra que otra
planta que posee capacidad es la hoja y corteza de Bauhinia kalbreyeri. Un estudio de
Céspedes y colaboradores (2010), demuestra que el fruto de Aristotelia chilensis y hoja de
Gigantochloa scortechinii, G. levis, G. ligulata y Schizotachyum zollingeri, presentan
compuestos antioxidantes, asi como las fracciones de las hojas de Piper peltatum que
muestran una capacidad antioxidante y podria ser fuente potencial de fitonutrientes con
propiedades antioxidantes (Mohd et al., 2008; Puertas-Mejia, Gomez-Chabala, Rojano &
Saez-Vega, 2009).
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3. Plantas medicinales con actividad antioxidante

En la busqueda de actividad antioxidantes se han realizado varios estudios, segun lo
investigado, el primer estudio sobre la actividad antioxidantes en material vegetal es el de
Mensor y colaboradores (2001), realizado en Brasil, en el cual se estudiaron distintas
especies, siendo la hoja de Platypodium elegans, la flor y fruto de Brillantaisia palisatii, la
hoja de Apuleia leiocarpa, la corteza de Lantana trifolia, la hoja de Brosimum guianense y
la corteza de Lantana camara las que presentaron la mayor actividad contra los radicales
libres. En Paraguay, la actividad antioxidante fue estudiada en seis plantas por Veldsquez y
colaboradores (2003) (Aristolochia giberti, Cecropia pachystachya, Eugenia uniflora,
Piper fulvescens, Schinus weinmannifolia y S. terebinthifolia), encontrando el extracto
metandlico como protector contra la peroxidacion lipidica enzimatica.

En Canada se estudio el rol del estrés oxidativo en la neurodegeneracion, siéndola
hoja de Petroselinum sativum, quien proporciona la mayor proteccion al ADN ante los
radicales libres y la hoja y pasta de Lycopersicum esculentum quien confiere mayor
proteccion al ADN y los lipidos, de los mismos (Cui et al., 2004).

En estudios realizados por Hinneburg y colaboradores (2005) en Finlandia, se
encontr6 que Ocimum basilicum, Laurus nobilis y Juniperus communis, presentan un
mayor poder de reduccién de hierro.

En Europa, se han realizado estudios y entre estos se encuentra un estudio realizado
en Italia sobre especies comestibles, demostrando que Pimpinella anisum, Foeniculum
vulgare y O. basilicum poseen una alta capacidad antioxidante segun Bonanni y
colaboradores (2007); ademas en Espafia 34 especies vegetales, demostraron que solamente
la planta entera de Lycopus europaeus, Melissa officinalis, Sylibum marianum, Equisetum

telmateia, Lythrum salicaria, Mentha pullegium, Mentha piperita, Mentha aquatica,
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Mentha suaveolens, Mentha longfolia y la flor de Origanum vulgare, presentaron mayor
potencial de actividad antioxidante esto segin L6pez y colaboradores (2007). Entre otras
especies de plantas que presentan actividad antioxidante segun Ferreira y colaboradores
(2009) en Portugal, se encuentran Hypericum undulatum, Melissa officinalis, Laurus
nobilis, Lavandula pedunculata, Mentha suaveolens, las cuales se utilizan como
condimento o plantas medicinales y Sanguisorba minor que se utiliza como planta
medicinal. En Chile, se evalu6 la actividad antioxidante y su relacion para la mejora de la
hiperglicemia e hipertension en plantas medicinales, presentando mayor actividad la hoja
de Piper angustifolium y Phyllantus niruri; y en té de hierbas siendo la hoja y ramitas de
Ilex paraguayensis y Peumus boldus, los de mejor actividad (Galvez, Kwon, Apostolidis &
Shetty, 2010). En China, se estudiaron las semillas de papaya, encontrandose que la
fraccion de etil acetato presenta la mayor actividad reductora de hierro (Zhou et al., 2011).
Uno de los estudios mas recientes se realizd en Sur Africa, en el que Podocarpus
elongatus presenta la mayor actividad antioxidante con un 99.44% (Abdillahi, Finnie &

Standen, 2011).

D. Descripcion del género Piper

Piper es un género que pertenece a la familia Piperaceae. 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.
Los dos géneros mas grandes son Piper y Peperomia, conteniendo cada uno alrededor de
1.000 especies. Peperomias son en su mayoria plantas pequefias, hierbas suculentas,
epifitas a menudo; gaiteros son lefiosos (Marquis, 2004).
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El género Piper las plantas son pequefias, y sus limites son inciertos. Presentan
tallos con nudos engrosados Yy las inflorescencias son espigas solitarias opuestas a las hojas
que estan dispuestas en forma alternada. Estas plantas se encuentran en una gran variedad
de hébitats, las partes vegetativas a menudo presentan aromas cuando son estrujadas
(Standley & Williams, 1976).

Se caracteriza por ser arbustos o &rboles mas 0 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
(Marquis, 2004).

La mayor diversidad de especies de Piper se encuentra en el Neotrdpico, donde se
localizan alrededor de dos tercios de las especies descritas. Unas 300 especies son
endémicas al sudeste de Asia, incluyendo las islas de las Indias Orientales y el norte de
Australia. S6lo dos especies son nativas de Africa. La mayoria de las especies de Piper
crecen en los bosques humedos, célidos y lluviosos de tierras bajas (Marquis, 2004).

Las plantas del género Piper son conocidas como cordoncillo y se les atribuye
propiedad analgésica, antirreumatica, diurética, estimulante, digestiva, antiulcerosa,
antihelmintica y bactericida, son ampliamente utilizadas para el tratamiento de vaginitis,
desordenes intestinales y como antimicrobiano (Marquis, 2004).

En Guatemala las especies del género Piper crecen en las regiones célidas, en donde
estan asociadas principalmente a bosques secundarios. La taxonomia de estas especies no
es clara y aparentemente varias podrian agruparse en una sola especie, en la Flora de
Guatemala se reconocen mas de 88 especies (Standley & Williams, 1976).

Las especies de Piper son bastante uniformes morfolégicamente, con hojas simples,

alternas y tallos con agrandamiento de los ganglios. Su anatomia del tallo es inusual para
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las dicotiledoneas. Muchos producen cuerpos de perlas en las hojas o tallos, o el
revestimiento de los peciolos (Marquis, 2004).

En Guatemala, se realizd un estudio en el cual se identificaron cinco especies del
género Piper nativas de Guatemala: P. jacquemontianum, P. hispidum, P. patulum, P.
auritum y P. aduncum. En estas especies de Piper se identificaron monoterpenos como
componente mayoritario. Mediante el tamizaje fitoquimico se identificaron flavonoides,
saponinas, 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 (Cruz, Caceres, Alvarez, Apel & Enriquez, 2012).

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 en las especies evaluadas
solamente la especie P. jacquemontianum presentd taninos (Gomez, 2008; Cruz et al.,

2012).

E. Fichas técnicas de especies Piper a estudiar

1.  Piper amalago L.
a. Descripcion botanica

Arbusto alto y muy ramificado, de aproximadamente 1.5-3 m de alto o algunas
veces hasta 6m. Peciolos cortos, glabrosos y vaginados solamente en la base. Hojas
palmatinervias, delgadas pero muy firmes y rigidas, variables en forma, lanceolado-

elipticas a ovado-elipticas o redondo-ovadas, 7-14 cm de largo y 3.5-7 cm de ancho,
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gradualmente o abruptamente acuminadas o largamente acuminadas, obtusas o redondeadas
en la base, glabras o a veces diminutamente puberulentas en los nervios del envés.
Pedunculos delgados, de igual tamafio o incluso mas grandes que el peciolo, glabros o
puberulentos. Inflorescencias delgadas en espigas solitarias, de 3-7 cm de largo 0 més, el
raquis puberulento o hirteloso, brécteas ciliadas, algunas veces hirtelosas, estambres cuatro,
anteras reniformes, fruto glabro (Standley & Williams, 1976).
b. Habitat y distribucion

Matorrales himedos o Iluviosos o bosques mixtos, bosques himedos y premontanos
0 bosques secos, en sitios parcialmente sombreados. Se encuentra a una altura de 2,600 m o
menos. Se reporta para el sur de México, Guatemala (Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Izabal, Zacapa, Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez, Chimaltenango, Solol3,
Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San Marcos, Huehuetenango), Belice, Jamaica
y el resto de Centroamérica hasta Suramérica (Standley & Steyemark, 1952).
c. Usos Medicinales

Utilizado para el dolor de cuerpo, dolor de estomago, dolor de pecho, tos, detener
hemorragias nasales, mordeduras de serpientes, antiabortivo, enfermedades psicologicas y
sus sintomas, dismenorrea, edema, fiebre, antiveneno, vértigo; y como repelente de
serpientes (Dominguez, & Alcorn, 1985).
d. Bioactividad demostrada

Posee actividad moluscocida, antiinflamatoria, antihipertensiva, vasoconstrictora y
espasmolitica (Dominguez & Alcorn, 1985; Dominguez, Verde, Sucar & Trevifio, 1986).
e. Fitoquimica

Sus hojas contienen alcaloides, terpenos, esteroides, &cido aminobutitrico, dopamina

y &cido cindmico (Standley & Steyemark, 1952; Dominguez & Alcorn, 1985).
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2. Piper auritum HBK.
a. Descripcion botanica

Planta gruesa, algo suculenta, poco ramificado o raramente lefiosas abajo y cada vez
en forma de arbol, cominmente alrededor de 2 m de altura, pero a veces hasta 6 m de
altura, las ramas son gruesas, escasamente pubescentes o0; estigma corto o alargado,
peciolos gruesos, los peciolos alados en general, m&s o menos dilatados y juntos en la base,
laminas foliares grandes, delgada y suave, por lo general seco verde amarillento brillante,
ampliamente ovadas u oblongo-aovadas, hasta el 60 cm de largo y 35 cm de ancho, pero
por lo general mucho mas pequefias, agudas o0 acuminadas abruptamente cortas, estrechas y
profundamente cordadas en la base, los l6bulos basales son redondeados, uno de ellos
extiende 1.5-3 cm inferior en la costa que la otra, ligeramente mas palido debajo (Standley
& Steyemark, 1952).
b. Habitat y distribucion

Se encuentra en bosquecillos o bosques himedos a 1800 m o menores elevaciones.
Se encuentra en Petén, Alta Verapaz, lzabal, Santa Rosa, Escuintla, Guatemala,
Sacatepéquez, Chimaltenango, Solold, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San
Marcos, Sur de México, desde Honduras y El Salvador hasta Panama; Colombia, descrita
originalmente en México (Garcia, Leyva, Martinez & Stashenko, 2007).
c. Usos medicinales

Los aceites esenciales son usados como agentes carminativos, estimulantes,
diureticos y antireumaticos. Las hojas de esta especie se usa en forma topica, para diversas
afecciones como: dolor de cabeza y dolor abdominal, en decoccion se usa para tratar la

fiebre (Mesa, Toro, Cardona & Blair, 2012; Sanchez et al., 2009).
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d. Bioactividad demostrada

El extracto de los tallos presentd toxicidad citotoxica indicando la presencia de
compuestos de interés farmacoldgico en la busqueda de anticancerigenos. El aceite esencial
presenta baja actividad antioxidante comparado con el efecto protector de la vitamina, esta
leve actividad antioxidantes se explica debido a la presencia de hidrégenos arilicos (Garcia
etal., 2007).
e. Fitoquimica

Los compuestos encontrados en mayor porcentaje en el aceite esencial de hojas e
inflorescencias, son de tipo aromatico, sustituidos con grupos alquilos y alilo, ademas se

observa alto contenido de compuestos oxigenados (Garcia et al., 2007).

3. Piper hispidum Swartz
a. Descripcion boténica

Arbustos profusamente ramificados de 1-4 m de alto. Hojas pinnatinervias,
asimétricas, eliptico-ovadas, ovadas o ampliamente ovadas, ocasionalmente obovadas, 11-
18 cm de largo y 6-8 cm de ancho, color verde claro, nodoso, &spero, ramos jovenes
pubescentes. Hojas con apice acuminado, el lado mas largo obtuso, el mas corto cuneado,
ocasionalmente cuneadas sobre ambos lados, densamente punteado-glandulares en ambas
superficies, particularmente en el envés, verde nitidas en ambas superficies, verde cafés y
opacas en ambas superficies cuando secas, tardiamente rugosas, estrigosas o hispidas en la
haz, hispido adpresas en el envés. Peciolos 0.3-0.7 cm de largo, densamente estrigosos, con
un desarrollo estipular prominente, 6-8 mm de largo, caduco. Inflorescencias erectas en
todos los estadios, blanco-amarillentas en la antesis, verde palidas en fruto. Peddnculo 0.5-

0.7 cm de largo, hispido-estrigoso, glabrescente. Raquis 6-7.5 cm de largo, glabro. Bracteas
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florales triangulares, 0.2 mm de ancho, dorsal y marginalmente fimbriadas. Flores
densamente agrupadas en el raquis formando bandas alrededor de la espiga, sésiles.
Filamentos tan largos como las anteras, éstas con dehiscencia horizontal. Frutos ovoides,
0.6-0.8 mm de largo, comprimidos lateralmente, apicalmente obtusos, estrigosos,
granulosos, café obscuros cuando secos. Raices adventicias con estructura primaria con
epidermis uniestratificada y corteza parenquimatosa la cual contiene ideoblastos con
material lipofilico (Standley & Steyermark, 1952).
b. Habitat y distribucion

Frecuente en bosques hiimedos, lluviosos o secos, bosques premontanos. Comun en
sitios expuestos 0 en sombrio de bosques secundarios. Se encuentra a 1,900 m o0 més bajo;
mas comdnmente debajo de los 1,000 m. Se reporta para el sur de México (Veracruz),
Guatemala (Peten, Alta Verapaz, lzabal, Santa Rosa, Escuintla, Sacatepéquez,
Chimaltenango, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San Marcos, Quiché,
Huehuetenango), Belice, el Caribe y toda Centroamérica hasta Suramérica (Standley &
Steyermark, 1952).
c. Usos medicinales

La infusion de hojas se usa para regular la menstruacion y proteger de caries la
dentadura. En PerG los Achuales (nativos), del rio Huasaga mastican las hojas para
ennegrecer los dientes y protegerlos de la caries. Los Boras (nativos del Per() usan un bafio
de las hojas para tratar las llagas en la boca de los nifios. Ademas es utilizado como
repelente de insectos, y para las picaduras de insectos. La hoja es astringente, cicatrizante y

tratamiento de las Ulceras (Standley & Steyermark, 1952).
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d. Bioactividad demostrada
Posee actividad insecticida (Santos et al., 2010), ademas posee efecto antimalarico y

antipirético (Jenett-Siems, Mockenhaupt, Bienrzle, Gupta & Eich, 2002).

e. Fitoquimica

Contiene alcaloides, saponinas, esteroides, taninos flavonicos, flavonoides,
flavanonas, aceites esenciales, fenoles, esteroles, diterpenos, triterpenos, azlcares
reductores y glicésidos, guayanodlidos, eupatorina, eupatilina, cumarinas, emodina,
antracenos, acidos y vitamina K y compuestos reductores, vaticina, éter maticico, cinelo,
acido tartérico, chalconas. El aceite esencial contiene acido benzoico, acetato de borneol, y-
cadineno, canfeno, B-cariofileno, » -guaieno, mirceno, a-felandreno, B-felandreno, a- y B-
pinenos, pinostrobin, 3,7metil-1,3,60ctatrieno, linalool, biciclo-heptan-2-canfor, B-selineno,
2-5-6trimetil-1,3,6heptatrieno,2,4diisopropenil-1-metil-1-vinilo,  biciclogermacrano, a-
copaeno, 1,6,10 dodecatrien-3-ol, (-)-espatulenol, a-guaieno, B-sesquifelandreno (Cruz et

al., 2012; Plazas, Cuca & Delgado, 2008; Dias dos Santos, Lima, Guimara & Coelh, 2001).

4.  Piper jacquemontianum Kunth
a. Descripcion botanica

Arbusto de generalmente 2 m de alto, en ocasiones es un arbol pequefio, las ramas
jévenes son densamente hispidas o hirsutas, peciolos de 1cm de largo o menos, algunas
veces mas largos en las hojas inferiores, grueso, densamente hispido o raramente glabroso;
muy desigual en la base y mas o menos oblicuo, usualmente redondeado 0 mas o menos
cordado en un lado y obtuso en el otro, un lado mucho mas decurrente que el otro, grueso y

firme, muy lustroso en el haz y con frecuencia lustroso en el envés, ligeramente mas palido
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en el enveés, verde grisaceo o en ocasiones negruzco, glabroso en el haz, suave al tacto,
hispida debajo, especialmente en los nervios, con pelos pequefios, firme al tacto (Standley
& Williams, 1976).
b. Habitat y distribucion

Se encuentra en bosquecillos himedos y secos, algunas veces en bosques de pinos a
1600 m o elevaciones menores. Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Guatemala,
Chimaltenango, lzabal, Zacapa, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla,
Suchitepéquez y algunas regiones de Suramérica (Standley & Williams, 1976).
c. Usos medicinales

El aceite esencial de esta especie posee propiedades antibacterianas y actividad
contra insectos y moluscos. La infusion preparada con las hojas y decoccién de la raiz se
utiliza para tratamiento de diarrea, disenteria, vomitos, Ulceras, asi como para controlar
hemorragias (Badii, Garza, Landeros & Quiroz, 2006).
d. Bioactividad demostrada

El extracto etandlico tiene una amplia actividad contra microorganismos a dosis <1
mg/mL; en el tamizaje contra protozoos se encontrd potente actividad contra Plasmodium
falciparum (11 pg/mL), Trypanosoma cruzi (12 pg/mL) y Leishmania mexicana (24
pug/mL). Del extracto etanolico se prepararon particiones con hexano, cloroformo y acetato
de etilo y se determino la MIC (concentracion minima inhibtoria), encontrandose que la
particion hexanica es activa contra P. falciparum (14 pg/mL), T. cruzi (24 pg/mL),
Mycobacterium smegmatis y Bacillus subtilis (0.125 mg/mL), Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (0.25 mg/mL) y Candida albicans (0.50 mg/mL). La particion
cloroformica fue activa contra T. cruzi (8 ug/mL), P. falciparum (11 pug/mL), B. subtilis y

C. albicans (0.0625 mg/mL), M. smegmatis (0.125 mg/mL), y S. aureus (0.5 mg/mL). La
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particion con acetato de etilo fue activa contra P. falciparum y T. cruzi (22 pg/mL), B.
subtilis y C. albicans (0.0625 mg/mL), y S. aureus y M. smegmatis (0.50 mg/mL). El
extracto diclorometanico tiene actividad contra B. subtilis, M. smegmatis y Cryptococcus
neoformans. Los extractos diclorometanicos y metandlicos presentaron actividad contra B.
subtilis, Pseudomonas aeruginosa y M. smegmatis (Gémez, 2008).
e. Fitoquimica

En la hoja se encuentran presentes alcaloides. Se identificaron linalol, E-nerolidol y

a-pineno (Cruz et al., 2011).

5. Piper oradendron Trelease & Standley
a. Descripcion Boténica

Arbusto de 1-2.5 m de altura, las bracteas tenues, densamente hispidas con pelos
cortos, esparcidos en la parte superior de los entrenudos cortos; peciolos delgados, de 1-2
cm de longitud, no alados, hispidos dilatados en la base; las ldminas de las hojas son
delgadas, usualmente verdes o verde oscuro cuando se secan, densamente pelUcidas
puntuadas, tenuemente lustrosas, ovadas o elipticas-ovadas, casi siempre de 13-18 cm de
longitud y 6- 9 cm de ancho, abruptamente acuminadas, oblicuas y no uniformes de forma
conspicua en la base, usualmente acusada de un lado y obtusa o hasta redondeada en el
otro, escabrosa arriba, en su mayoria glabra, generalmente suave al tacto, peninervada de
tres a cuatro nervios de cada lado, ascendiendo en un angulo menor de 45°, poco arqueados
y casi rectos, pedunculos opuestos a las hojas, robustas, aproximadamente 6mm de
longitud, hispido o glabro; espigas delgadas, las inmaduras de 5-6 cm de longitud y 2 mm

de grosor; bracteas densamente pubescentes (Standley & Williams, 1976).
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b. Habitat y distribucion

Se encuentra en bosques mixtos himedos o secos a 1,200 m o menor elevacion;
endémica de lzabal, Santa Rosa, Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez, Retalhuleu y San
Marcos (Standley & Williams, 1976).
c. Usos medicinales

No hay informacion disponible.
d. Bioactividad demostrada

El extracto metandlico de las hojas tiene actividad antioxidante, y en las raices
contiene alta cantidad de piperina (Céceres et al., 2012).
e. Fitoquimica

Presenta alta cantidad de flavonoides en las hojas (Céceres et al., 2012).

6.  Piper psilorhachis C. DC.
a. Descripcion botanica

Arbusto de tamafio mediano o un pequefio arbol, raras veces mide 7.5 m de alto,
usualmente es mucho mas bajo, glabro en todo. Hojas palmatinervias en peciolos delgados
de 1cm de largo o usualmente mas cortos, frecuentemente se ennegrecen cuando estan
secos, lanceolado-ovadas o lanceolado-elipticas, principalmente 7-10.5 cm de largo y 3-4.5
cm de ancho, es mas bien abrupta y estrechamente largo acuminadas, obtusas y algo
ligeramente desiguales en la base, cinco nervios, escasamente palidas en el envés, las venas
prominulosas, muy laxamente reticuladas. Pedunculos casi igualando los peciolos o a veces
mas largos. Espigas delgadas, 5-10 cm de largo, apenas 3 mm de grueso, el raquis glabro,

las bracteas diminutas, ovadas, glabras. Estambres 5-6. Frutos oblongos, 5-6 mm de largo o
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menos al madurar, muy diminutamente puberulentas. Estigmas 3, sésiles, diminutas
(Standley & Steyermark, 1952).
b. Habitat y distribucion

Bosques mixtos himedos o lluviosos. El rango altitudinal estd entre los 1,800 m
hasta altitudes cercanas al nivel del mar. Se ha descrito desde México (Tabasco), Belice,
Guatemala (Petén, Alta Verapaz, Escuintla, Guatemala, San Marcos), El Salvador,
Honduras hasta Costa Rica (Standley & Steyermark, 1952).
c. Usos medicinales

No hay informacién disponible.
d. Bioactividad demostrada

Presenta importante actividad antioxidante, evaluado por fenoles totales, DPPH y
ABTS (Céceres et al., 2012).
e. Fitoquimica

No hay informacién disponible.

7.  Piper retalhuleuense Trelease & Standley
a. Descripcion botéanica

Planta herbacea pero a menudo lefiosa de la base, 1.5 m de altura 0 mas pequefia,
enraizado en los nudos inferiores, las ramas son verde palidas, estriadas, gruesas,
fuertemente nodosas; peciolos de 1.5-2.5 cm de largo, hirsuto corto, invaginados
unicamente en la base; hojas delgadas y flacidas, verdes cuando se secan, pueden ser
abruptamente puntiagudas o acuminadas con punta obtusa, profunda y estrechamente
cordadas en la base, palidas al envés, palmeada con siete nervios, levemente tersa;

pedunculos opuestos a las hojas de 7-10 mm de largo, hispidos cortos o glabros; espigas
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erectas de 1.5 -3.5 cm de largo, 3 mm de ancho en el fruto; frutos ovales y globosos, 1.5mm
de largo, oscuro y granular (Standley & Williams, 1976).
b. Habitat y distribucion
Se encuentran en bosquecillos himedos o secos a 325 m o elevaciones menores;
endémicas de Santa Rosa, Retalhuleu (Standley & Williams, 1976).
c. Usos medicinales
No hay informacién disponible.
d. Bioactividad demostradas
No hay informacién disponible.
e. Fitoquimica

El acetie escencial contiene sesquiterpeno (Cruz et al., 2012).

8.  Piper sempervirens (Trelease) Lundell
a. Descripcion botanica

Arbusto alto y delgado, cominmente 1.5-5 m de alto. El tronco algunas veces 15 cm
de diametro, glabro en todo. Hojas palmatinervias (3-5 nervios) en peciolos delgados de 8
mm de largo, cartaceas y rigidas, usualmente muy lustrosas, verde grisaceo cuando estan
secas, elipticas u oblongo-elipticas, principalmente 6-9 cm de largo y 3-4.5 cm de ancho,
abruptamente largo acuminadas, agudas y levemente desiguales en la base, epuntadas, los
nervios terminan a una corta distancia debajo del apice, concoloras, las venas preminulosas
y estrechamente reticuladas en ambas superficies. Pedinculos de 14 mm de largo 0 mas
cortos, laxos. Inflorescencias pediceladas en racimos terminales, 1.5-4 cm de largo, los
pedicelos divaricados, casi igualando a las flores. Frutos ovoides, un poco méas de 2 mm de

largo (Standley & Steyermark, 1952, Véliz et al, 2006).
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b. Habitat y distribucion

Arbusto, ocasional en bosques altos y bosques de tierras bajas himedos o lluviosos.
Bosques mixtos. Habita en sitios o valles, montafias de piedra caliza. Se encuentra a 300 m
0 menores. Se reporta para el sur de México, Guatemala (Petén y Alta Verapaz), Belice y
El Salvador (Standley & Steyermark, 1952).
c. Usos medicinales

Utilizada en decoccion para curar heridas y mordeduras de serpientes (Cruz et al.,
2005).
d. Bioactividad demostrada

No hay informacién disponible.
e. Fitoquimica

En las hojas se detectd la presencia de alcaloides, flavonoides, antraquinonas,

saponinas, principios amargos, aceites volatiles y cumarinas (Cruz et al., 2005).

9.  Piper umbellatum L.
a. Descripcion botanica

Planta erecta, usualmente de 1-1.5 m de altura, con bracteas esparcidas, herbacea
pero usualmente lefiosa por debajo, las bracteas jovenes densamente villosas y pilosas;
peciolos de 20 cm de longitud o menor, invaginada en parte de su longitud; las ldaminas de
las hojas son delgadas y flacidas, verdes, ovadas-orbiculares, casi siempre entre 20-30 cm
de longitud y de igual mayor amplitud, acuminadas o abruptamente poco acuminadas,
profunda y usualmente cordada en la base de forma angosta, con lobulos basales
redondeados, verdes en la superficie superior, glabras a densamente villosas. Palido por

debajo, pubescencia esparcida o densa, pelucida-puntuada, nervacion palmeada. Presenta
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aproximadamente 13 nervios; espigas verde palido o blancuzcos, algunas veces color
crema, de 9-15 cm de longitud y aproximadamente 4 mm de grosor, con pedunculo corto,
umbelado en los bordes de los pedunculos axilares (Standley & Williams, 1976).
b. Habitat y distribucion

Se encuentra en los departamentos de Alta Verapaz, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa,
Escuintla, Guatemala, Chimaltenango, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San
Marcos; desde el Sur de México a Sur América. Se encuentra en bosques humedos a 1,500
m o menores elevaciones sobre el nivel del mar (Standley & Williams, 1976).
c. Usos medicinales

Las hojas se utilizan para limpieza de la piel, se reporta que el caldo hecho de
caracoles y hojas se utiliza para incrementar el flujo de la leche, utilizada para el
tratamiento de arteroesclerosis, lipemia, colicos, flatulencia, fiebre, enfermedades
relacionadas con el aparato reproductor femenino, laxante, malaria, granos, enfermedades
psiquiatricas (calmante), quemaduras, sanar heridas, raspones, esguinces, irritaciones de la
piel, diarrea, acelerar el parto, dolor de cuerpo, tiene efecto antiabortivo y se utiliza como
pesticida natural (Cruz et al., 2012; Agbor, Vinson, Sortino & Johnson, 2012).
d. Bioactividad demostrada

El extracto diclorometanico de la hoja tiene actividad antibacteriana contra B.
subtilis, P. aeruginosa y M. smegmatis. Sus hojas poseen actividad antiprotozooaria contra
Leishmania sp y Plasmodium sp. El extracto acuoso de sus hojas posee actividad
analgesica, hipotérmica, reduccion de la actividad espontanea y efecto tranquilizante asi
como también se ha demostrado actividad antioxidante contra radicales libres tales como

DPPH, superdxido, radicales hidroxilo, 0xido nitrico. Presenta alta actividad antimalarica
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contra Trichophyton longifusus asi como actividad potencial citotoxicidad y antihumoral
(Roersch, 2010; Hammer, Carson & Riley, 1999; Agbor, Vinson, Oben & Ngogang, 2007).
e. Fitoquimica

Compuestos mayoritarios del aceite esencial E-nerolidol (23.4%), germacrano D
(17.4%) y B-cariofileno (8.5%) (Martins, Salgueiro, Vila, Tomi, Candigueral, Casanova &

Adzet, 1998).

10. Piper variabile C. DC. ex Donn. Smith
a. Descripcion boténica

Arbusto erecto o arbol pequefio, usualmente de 1-3 m de alto, escasamente
ramificado, glabro en todo o casi en todo. Peciolos gruesos, 1.5-5 cm de largo o algunas
veces 10 cm o mas, vaginados solamente en la base. Hojas epuntadas o levemente
epuntadas, méas bien gruesas y firmes, usualmente no todas se ennegrecen cuando estan
secas, ampliamente ovado-cordadas a ovado-orbiculares, principalmente 13-24 cm de largo
y 7-18 cm de ancho, abruptamente agudas o acuminadas, superficial o profundamente
cordadas en la base, o en las hojas superiores truncadas o redondeadas, con l6bulos basales
ampliamente redondeados. Las venas apenas prominulosas, muy laxamente reticuladas, no
conspicuas. Pedlnculos opuestos a las hojas, gruesas, principalmente 1-1.5 cm de largo.
Espigas blanquecinas, largas y delgadas, colgantes o recurvadas, cominmente 9-18 cm de
largo, 3-4 mm de grueso, muy obtusas. Bracteas glabras. Estambres tres. Fruto pequefio y
glabro (Standley & Williams, 1976).
b. Habitat y distribucion

Crece en bosques humedos o lluviosos; algunas veces en lugares secos. Se reporta

desde los 1,600m o aun méas bajo. Se ha descrito en México (Tabasco y Veracruz);
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Guatemala (Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izabal, Escuintla, Guatemala, Retalhuleu,
Quetzaltenango, San Marcos); Belice y Honduras (Standley & Williams, 1976).
c. Usos medicinales

Popularmente usado para el tratamiento de la anemia y dolor de cuerpo (Standley &
Williams, 1976).
d. Bioactividad demostrada

El extracto diclorometanico posee actividad antibacteriana contra B. subtilis y M.
smegmatis (Standley & Williams, 1976).
e. Fitoquimica

Presenta un alto rendmiento de aceite escencial, contine alcanfor como principal

componente (Cruz et al., 2012).
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V. JUSTIFICACION

El género Piper comprende un elevado nimero de especies y presenta una extensa
aplicacion etnobotéanica. Estudios previos han mostrado que dichas especies son utilizadas
con fines etnomédicos, pudiendo poseer potencial en la medicina natural por sus variadas
acciones fisioldgicas.

En la presente investigacion se seleccionaron diez especies (P. amalago, P. auritum,
P. hispidum, P. jacquemontianum, P. oradendron, P. psilorhachis, P. retalhuleuense, P.
sempervirens, P. umbellatum, y P. variabile) que demostraron una importante actividad
antioxidante en estudios previos mediante técnicas de ABTS, DPPH y fenoles totales, por
lo que se pretende evaluar este potencial mediante una cuarta técnica de reduccién de hierro
(FRAP). Los antioxidantes mejoran los procesos patolégicos en enfermedades
degenerativas crénicas, mediante la reduccion de especies reactivas de oxigeno.

La combinacion de un efecto antioxidante y la disminucién de la enzima tirosinasa
tienen un alto valor medicinal ya que al disminuir los efectos oxidativos del envejecimiento
y la hiperpigmentacion por la acumulacion de tirosinasa, se produce una mejora cosmética.

Algunas enfermedades degenerativas como la infeccion gastrica por H. pylori,
produce la acumulacién de especies reactivas de oxigeno resultado de un dafio prolongado,
asi como niveles importantes de ureasa que provienen del metabolismo bacteriano,
cambiando el pH de la bolsa géastrica. Un efecto antioxidante e inhibidor de la ureasa
ayudan a disminuir los efectos de estas infecciones y la severidad del cuadro clinico.

En Guatemala no se han realizado estudios que evalten la actividad inhibidora de
tirosinasa y ureasa, por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar esta actividad

para contribuir al desarrollo agroindustrial y medicinal de productos naturales.

47



V. OBJETIVOS

A. General
Evaluar por bioensayos la actividad antitirosinasa, antiureasa, antioxidante de
extractos vegetales de diez especies del género Piper nativas de Mesoamérica de

importancia médica, cosmética y conservacion de alimentos.

B. Especificos

1.  Establecer procedimientos para evaluar la actividad antitirosinasa, antiureasa y
antioxidante en plantas.

2.  Determinar la actividad antitirosinasa en especies del género Piper seleccionadas.

3. Determinar la actividad inhibidora de la enzima ureasa, en especies del género Piper
seleccionadas.

4.  Comprobar el poder antioxidante en especies del género Piper, por medio de la

reduccion del hierro.
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VI. HIPOTESIS

Por lo menos uno de los extractos diclorometanicos o metandlicos del género Piper

presentan actividad antitirosinasa, antiureasa y antioxidante.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo y muestra
1. Universo

Plantas del género Piper nativas de la region Mesoamericana.

2. Muestra

Diez extractos diclometanicos y metanolicos de las hojas de plantas nativas del
género Piper: P. amalago, P. auritum, P. hispidum, P. jacquemontianum, P. oradendron,
P. psilorhachis, P. retalhuleuense, P. sempervirens, P. umbellatum y P. variabile.
Escogidos en base a criterios de disponibilidad geogréfica, potencial comercial en los
mercados nacionales y la inexistencia de estudios previos en Guatemala a cerca de su

capacidad antioxidante, antitirosinasa y antiureasa.

B. Recursos

1. Humanos

a. Seminaristas: Br. Paola Alejandrina Sierra Illescas, Br. Andrea del Carmen Orellana
Urrutia, Br. Ligia lzabel Sampuel Guzman, Br. Hirma Fabiana Almeda Tablas y Br. Laura
Maria Astorga Dominguez.

b. Asesor: Lic. Armando Caceres.
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2. Institucionales

a. Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica
Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

b. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales — LIPRONAT, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

c. Laboratorio de Productos Naturales FARMAYA, S.A.

d. Financiamiento del proyecto FODECYT 27-2011

C. Materiales y Métodos
Se realizaron procedimientos estandar establecidos en el laboratorio de bioensayos

de departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

1.  Materiales

— Agitador de vidrio

— Algodén

— Balén aforado (10, 50 y 100 mL)
— Beakers de vidrio

— Bolsas negra

— Bolsas negras

— Bolsas herméticas.

—  Cristalizadores

— Cronémetro
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Erlenmeyer de vidrio
Espéatula
Extractos de plantas del género Piper
Guantes de jardineria
Guantes de jardineria
Micropipetas de 100-1000 pl
Papel encerado
Papel filtro
Papel Kraft
Papel prensa
Placa de micro titulacion de 96 pocillos con fondo plano
Placa para cromatografia fina de silice 60F;s4
Recipientes plasticos
Tamiz
Termdmetro en Centigrados.
Tijeras de jardineria
Tubos de ensayo
Equipo
Asperjador
Balanza analitica
Balanza de humedad
Camara de vidrio

Centrifuga
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Desecadora

Equipo de enfriamiento tipo Chiller

Espectrofotometro

Horno de flujo horizontal

Incubadora

Percolador de vidrio o de acero inoxidable

Rotavapor R- 3000, R-440

Transporte vehicular
Reactivos

Acetona 99%

Acido ascorbico

Acido kéjico

Acido tricloroacético 10%

Agua Destilada

Cloroformo

Cloruro Férrico 0.1%

Diclometano absoluto

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Eter de petroleo

Ferrocianuro de potasio al 1%

Hidroxiciclohexanona

L-tirosina

Metanol absoluto



— Rojo de fenol
— Silicon
— Solucidn L-tirosinasa
— Tampon fosfato de potasio
— Tirosinasa (333 U/mL)
— Urea
— Ureasa (Merck)
4.  Procedimiento
a. Recoleccion y desecacion de especies Piper.
i. Recoleccion
Se recolecto el material vegetal en su area de crecimiento silvestre o bajo manejo de
ecoparcela el Kakawatal (Samayac, Suchitepéquez). EI material vegetal, constituido por
hojas, se coloco en bolsas negras para transportarlas hacia la capital.
ii. Desecacion de especies Piper
— Se colocaron las hojas dentro del horno de flujo horizontal, sin sobreponerlas
demasiado.
— Se secaron durante 48 hrs. (no quemarlas) a 40°C.
— Se determind el porcentaje de humedad de la planta seca en el lector de humedad. La

humedad debera ser menor del 10% caso contrario secar nuevamente.

Se determino el porcentaje de rendimiento:

Porcentaje rendimiento = (peso planta seca/peso planta fresca) x 100.

Se guardo las plantas secas en bolsas negras e identificaron con nombre.
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iii. Tamizaje
— Se colocaron bandejas con presas en el suelo colocando el tamiz sobre las mismas.
— Se tamizo el material vegetal sobre el tamiz.

— Se guardo la droga vegetal en bolsas herméticas.

b. Obtencidn de extractos diclorometandlicos y metandlicos por la técnica de percolacion

(Sharapin, 2000).

— Se peso 200 g de droga vegetal en la balanza analitica.

— Se colocé papel filtro y algodon en la parte inferior del percolador previamente limpio
Yy seco.

— Se transfirio el material vegetal al percolador y agregar 2.0 L de diclorometano a
manera de cubrir toda la muestra y tapar con aluminio.

— Se dejo reposar 24 hrs. para que se llevara a cabo la extraccion.

— Se abri6 la llave inferior del percolador y se dejo gotear a una velocidad moderada,
recolectando el liquido en un Erlenmeyer.

— Se afadio disolvente extra, hasta recolectar en el Erlenmeyer la cantidad de disolvente
agregada al inicio.

— Se coloco todo el liquido obtenido dentro de un bal6n aforado y éste se coloco en un
rotavapor, se encendio el bafio de Maria 'y se llevo la temperatura a 40 £ 1°C.

— Se engrasé con silicon todas las partes esmeriladas y se armd el rotavapor segun el
instructivo especifico.

— Se succiono la solucion obtenida del percolador.
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Se inicid la destilacion del extracto con recuperacion del disolvente (diclorometano)
hasta llevar a la consistencia semisélida. En caso de metanol, se conecto la bomba de
vacio e iniciar la destilacion del extracto con recuperacion del disolvente hasta llevar a
la consistencia semisolida (repetir el procedimiento cuantas lavadas sean necesarias).
Se vertid el extracto concentrado en un cristalizador de vidrio debidamente tarado y
rotulado.

Se coloco en una desecadora durante 7-15 dias.

Cuando el extracto tuvo consistencia sélida, se trasvaso a viales debidamente tarados y
rotulados.

Se calculé el rendimiento del extracto y guard6 en viales o recipientes herméticos a
refrigeracion.

Se repitié la misma operacion utilizando metanol.

Evaluacion de la actividad antitirosinasa
Determinacion actividad antitirosinasa por TLC (Momtaz et al., 2008).
Se prepar6 una solucion de L-tirosinasa (3333 U/mL) disolviendo 2 mg en 10 mL de
tampon de fosfato (pH 6.5, 50 mM).
Se prepard el sustrato disolviendo 3.6 mg de solucion L-tirosina en 10 mL de tampon
de fosfato (pH 6.5, 50 mM).
El extracto de metanol se prepard disolviendo 20 mg en 50 uL. de DMSO y 950 uL de
acetona.

El extracto de diclorometano se prepar6 disolviendo 20 mg en 1mL de acetona.
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— El control positivo se prepar6 disolviendo 1 mg de &cido kdjico en 10 mL de agua
desmineralizada.

— Se agrego 10 pL de extractos disueltos en diclorometano y/o metanol en placas de
silica gel y se dejo secar.

— Se sometieron las placas a la camara cromatografica previamente saturada con
(acetona: metanol 1:49) y se dejaron eluir.

— Se removieron de la fase movil las placas y se dejo secar.

— Serocio la placa con L-tirosina como sustrato (2 mM) se incubd a 25°C por 10 min.

— Se rocio la placa con la solucion de L-tirosinasa se incub6 a 25°C por 30 min.

— Se observo la coloracion gris-purpura y zonas claras de inhibicién de la enzima L-

tirosinasa, indicando los compuestos activos en los extractos.

ii. Determinacion actividad antitirosinasa por espectrofotometria (Momtaz et al., 2008;

Chiari et al., 2010).

— Se disolvi6 0.20 mg de L-tirosinasa en 10 mL de tampdn de fosfatos (pH 6.5, 50 mM)

— Se disolvié 20 mg de extractos y compuestos purificados en DMSO hasta obtener
concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 ug/mL, esta solucion madre se diluyo luego
en 600 pg/mL en amortiguador de fosfato (pH 6.5, 50 mM).

— Se utilizé como control positivo acido kéjico (20 pg/mL).

— Se combind 70 pL de extractos y estandar con 30 uL de tirosinasa por triplicado en una
placa de microtitulacion de 96 pocillos.

— Seincubo a 37°C por 60 min.

— Se afadio a la mezcla de reaccion 110 uL del substrato (2 mM L-tirosina).
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— Seincub6 a 37°C por 15 min.

— Se midio el cambio de absorbancia a 492 nm.

— El porcentaje de inhibicion de la enzima se calculd de la siguiente manera:
Porcentaje de inhibicion = [(B-S)/B] x 100

Donde B y S son las absorbancias del blanco y las muestras respectivamente.

— Se calcul6 la concentracion inhibitoria media (Clsp).

d. Evaluacion cualitativa de la actividad inhibidora de ureasa.

i. Cromatografia de capa fina (TLC) con rojo de fenol (Shi et al., 2003).

—  Se preparé fase mavil, cloroformo: metano (200:1), y se dejé reposar minimo 30 min
—  Serealiz6 disolucion de 0.1 g de extracto en 5 mL de metanol.

— Se realizo el procedimiento anterior con 5 mL de diclorometano.

— Secolocd 10 pL de cada extracto en placa para cromatografia.

— Secolocd hidrociclohexanona.

— Serocio ureasa uniformemente, en la placa se incub6 2 hrs.

- a25°C.

—  Se colocé en camara cromatografia hasta saturar la placa con cloroformo: metanol.

— Sesaco la placa y sin dejar secar se rocio solucion buffer de fosfatos (pH 6.8 100 mM),

urea (500 mM) y rojo de fenol (0.002%) de manera uniforme.
— Se observd la presencia de puntos blanco en la placa, luego de una hora lo g

evidencia inhibicion de la enzima.

ue
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Determinacion cuantitativa de la inhibicién de ureasa por método espectrofotometria

(Tanaka, 2003).

€.

Se mezcld 25 pL de ureasa con 25 pL de tampodn se incubd por 2 hrs. a temperatura
ambiente. Colocandolos en placas para analisis.

Se agreg6 0.2 mL reactivo A (100 mmol/L de amortiguador de fosfatos, 500 mmol/L
de ureay 0.002 % rojo de fenol).

Se incub¢ a 37°C.

Se determind el tiempo de incubacién usando como control positivo la ureasa
aproximadamente 3 hrs. primero por el viraje de color y luego por el tiempo en que el
pH cambia 6.8 a 7.7, este cambio de pH se da por el aumento de la concentracién de
carbonato de amonio formado por la reaccién de la ureasa, esta concentracion se
cuantifico con un espectrofotdmetro a 630 nm.

Se repetieron los pasos uno, dos y tres, agregando 10 pL de extracto. Luego de
determinado el tiempo de accion de la ureasa.

Se coloco controles positivos: hidroxiciclohexanona.

Se realizO una medicion de concentracion de carbonato de amonio, con

espectrofotdmetro a 630 nm.

Evaluacién de la actividad antioxidante (Kosem, Han & Moongkarndi, 2007; Lock,

1988; Myoda, 2010)

Poder reductor del hierro FRAP
1 mL del extracto, se mezclé con 1 mL tampén de fosfato (0.2 M, pH 6.6) y con 1 mL

ferricianuro de potasio (1%).
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— Se incubo a 50°C durante 20 min.

— Se adicion6 1 mL de &cido tricloroacético (10% p/v) a la mezcla reaccionante.

— Se centrifug6 10 min a 3000 rpm.

— Se mezcl6 2 mL de sobrenadante con 2 mL de agua destilada.

— Se agreg0 0.5 mL de cloruro férrico (0.1%).

— Se incubo 2 min con agitacion constante.

— Se midié por espectrofotometria a 700 nm. El incremento de absorbancia es
proporcional a la concentracion de antioxidante presente.

— Seutilizd &cido ascorbico (15 pg/mL) como referencia.

D. Disefio de la investigacion
1.  Tipo de Estudio
Se realiz6 un estudio de disefio cuasi-experimental (sin aleatorizacion).
2. Variables
a. Independientes
i. Las diez especies de Piper en extractos diclometanicos y metandlicos.
b. Dependientes
i. Actividad antitirosinasa y antiureasa detectada por medio de ensayos cualitativos y
cuantitativos.
- Método Cualitativo
Para la técnica de TLC para la inhibicion de tirosinasa y ureasa se utiliz6 como
estandar acido kojico y omeprazol respectivamente; se realizd una carga de 5 pL del

control y dos cargas de 5 pL de los extractos diclorometanicos y metandlicos obteniendo
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una concentracion de 20 mg/mL, realizando el proceso por quintuplicado en placas de silica
gel.
- Método Cuantitativo

Para el porcentaje de inhibicion de la actividad tirosinasa y ureasa se realizd una
serie de diferentes concentraciones del control, acido kojico y omeprazol respectivamente:
10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL, se realizd por quintuplicado cada prueba en tres diferentes
corridas, se realiz6 una regresion lineal para determinar la ecuacion de la recta, hasta
obtener un valor de r? entre 0.95 a 0.99. Se realiz6 un promedio de los datos obtenidos de
cada concentracion, se registraron los resultados de la curva, a partir de esto se calculé el
porcentaje de inhibicion de la absorbancia y de mediante la curva, la concentracion.
Calculéndolo con la siguiente formula:

Absorbancia del blanco - absorbancia de la muestra * 100 = % Absorbancia.
Absorbancia del blanco

Se graficaron los datos de % inhibicion (eje Y) y concentracidn del extracto (eje X).
ii. Actividad antioxidante detectada por medio de método cuantitativo.
- Método Cuantitativo (Macrométrico)

En la técnica de reduccion de hierro se realizo la curva del &cido ascorbico hasta
obtener un r? = 0.9907 para posteriormente obtener los microequivalentes presentes en la
plantas. Cada prueba se realiz6 por quintuplicado, cumpliendo con lo requerido para un
analisis estadistico confiable. Cada corrida fue validada verificando que las absorbancias
obtenidas en el estdndar daban como resultado un valor cercano a la concentracion

conocida.
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3. Validez de los métodos
- Se realizaron curvas estdndar de los compuestos sintéticos con actividad inhibidora de la
tirosinasa usando como referencia acido kojico, revelado con L-tirosina y L-tirosinasa.
- Se realizaron curvas estdndar de los compuestos sintéticos con actividad inhibidora de la
ureasa usando como referencia hidroxiciclohexanona, revelado con rojo de fenol.
- Se realizaron curvas estandar de los compuestos sintéticos con actividad antioxidante
usando como referencia acido ascarbico.
4. Andlisis Estadistico

La determinacion de actividad inhibitoria de tirosinasa y ureasa se llevd a cabo por
métodos cualitativos y cuantitativos. La actividad antioxidante se determind por método
cuantitativo Unicamente.
a. Cualitativos

En esta metodologia se realiz6 prueba de hipétesis binomial, en donde se obtuvieron
resultados de actividad inhibitoria positiva 0 negativa, se realizaron un total de cinco
réplicas de cada extracto para obtener un nivel alfa igual a 0.05 (¢=0.05).
Se planted una hipotesis nula en donde un valor de p=0.5 representara actividad negativa y
una hipotesis alterna en donde un valor p [J 0.5 representara actividad positiva. Para
rechazar la hipdtesis nula, se requirié que el resultado de las cinco réplicas de cada extracto
sea positivo.
b. Cuantitativos

Para la determinacion de la actividad inhibitoria de tirosinasa y ureasa, el resultado
se obtuvo a partir de las curvas estandar de cada actividad en pg/mg. Se realizaron cinco

diluciones de cada extracto, 1:30, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400. Con las diluciones de cada
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extracto se realizé un minimo de cinco replicas, se tomd la concentracion que inhibié mas
del 50%, se realiz6 un promedio del resultado obtenido y se calcul6 la desviacion estandar.
Para la determinacién de actividad antioxidante se realizaron cinco réplicas por extracto
obtenido de cada especie (diez extractos diclorometanicos y diez metandlicos) asi como
del estandar, en este caso &cido ascérbico, se calculd la ecuacion de la recta y se evaluo
estadisticamente con el coeficiente de determinacién (r’). Todas las mediciones se
representaron en diagramas de dispersion para determinar graficamente la tendencia de los
datos. Se obtuvo un comportamiento lineal con el que se realizd un anélisis de regresion
lineal (simple). Para cada extracto, se calculo el valor de Concentracién Inhibitoria media

(Clsgy con un intervalo de confianza del 95%.
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VIII. RESULTADOS

En el presente estudio se evaluo la actividad antitirosinasa, antiureasa y antioxidante
en extractos diclorometanicos y metandlicos de diez especies de plantas del género Piper,

nativas del continente americano.

A. Colecta y obtencion de extractos metandlicos y diclorometandlicos de diez especies
de plantas del género Piper

Se realiz6 la colecta del material vegetal en su area de crecimiento silvestre en La
Ecoparcela EI Kakawatal (Samayac, Suchitepéquez), durante el periodo de marzo 2010 a
abril 2012. Las especies incluidas se listan en el Cuadro 1, con el nombre cientifico, parte
de la planta utilizada, lugar de procedencia y coordenadas geogréficas del lugar; también se
incluyen los porcentajes de rendimiento obtenidos en la preparacion de extractos
diclorometéanicos y metandlicos de cada especie.

Unicamente se  realizaron extractos de cinco plantas, Piper hispidum, P.
jacquemontianum, P. oradendron, P. retalhuleuense y P. variabile, el resto de extractos
utilizados, Piper amalago, P. auritum, P. psilorhachis, P. sempervirens y P. umbellatum
fueron obtenidos de un proyecto previo en el cual se utilizé la misma metodologia y habian

sido almacenados a 4°C.
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Cuadro 1. Colecta y obtencion de extractos.

. Parte Coordenadas Numero de Rendimiento (%)
Especie Piper tilizad . i Herbario CEEH
utilizada Procedencia geograéficas erbario Metanol  Diclorometano

14°20°10.9”N

P. amalago L Hoja Ecoparcela El K_akayvatal, 1073 7.96 3.52
Samayac, Suchitepéquez 091°30°37.170
14°33°04.6"N

P. auritum HBK Hoja Ecoparcela EI Kakawatal, 1072 6.26 7.54
Samayac, Suchitepéquez 091°27°56.8°0
. . Ecoparcela El Kakawatal, 14°33°06.4”N

P- hispidum Swartz Hoja Samayac, Suchitepéquez 091°27°57.6°0 1071 9.18 7.98
i i 14°33°06.3”N

P. jacquemontianum Hoja Ecoparcela El K_akayvatal, 1069 737 8.63
Kunth Samayac, Suchitepéquez 091°27°57.970
Ecoparcela El 14°33°05.8”N

Tr;égsrscgggﬁgle Hoja Kakawatal,Samayac, oo 1075 8.41 7.34
y Suchitepéquez 091°27°59.670
i 15°54°50.1"N

p. psilorhachis C. DC ~ Hoja  7\dea Pozo Seco, Chisec, Alta 1143 10.71 5.42
Verapaz 090°31°19.5”0
P. retalhuleunse . Parcelamiento Monterrey, 14°20°10.9"N

Trelease &Standley Hoja Santo Domingo, Such. 091°30°37.170 1053 6.97 7.25
i i 15°54°55.4.’N

P. sempervirens Hoja Aldea Pozo Seco, Chisec, Alta 1113 11.49 6.33
Lundell Verapaz 090°31°14.6”0
14°33°06.9"N

P. umbellatum L. Hoja Ecoparcela El Kakawatal, 1070 8.89 7.43
Samayac, Suchitepéquez 091°28°00.57°0
iabi i 15°54°49.8"N

P. variabile C. DC. ex Hoja Aldea Pozo Seco, Chisec, Alta 1140 15.53 3.99

Donn. Smith

Verapaz

090°31°18.2”0

Fuente: Datos experimentales obtenidos en LIPRONAT y Departamento de Citohistologia.
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B. Validacion de métodos

Para trabajar los veinte extractos, en primer lugar se validaron las pruebas
correspondientes, de la manera que se describe a continuacion, tanto para los metodos
cualitativos como cuantitativos.

1. Método cualitativo

Para la técnica de TLC para la inhibicion de tirosinasa se utiliz6 como estandar
acido kojico, se realiz6 una carga de 5 pL del control y dos cargas de 5 pL de los extractos
diclorometénicos (acetona Unicamente) y metanodlicos (dilucién 1:20 de DMSO:Acetona)
obteniendo una concentracion de 20 mg/mL, realizando el proceso por triplicado en placas
de silica gel, obteniendo resultados similares en cada una de estas.

Para la técnica de TLC para la inhibicién de ureasa se utiliz6 como estandar
omeprazol, se realiz6 una carga de 5 pL del control y dos cargas de 5 pL de los extractos
diclorometéanicos (metanol Unicamente) y metandlicos (dilucion 1:20 de DMSO:metanol)
obteniendo una concentracion de 20 mg/mL, realizando el proceso por triplicado en placas

de silica gel, obteniendo resultados similares en cada una de estas.

2. Método cuantitativo
a. Macrometrico
En la técnica de reduccion de hierro el primer paso fue realizar la curva del acido
ascorbico hasta obtener un r? = 0.9907 para posteriormente obtener los microequivalentes
presentes en la plantas. Cada prueba fue realizada por quintuplicado, cumpliendo con lo
requerido para un andlisis estadistico confiable. Cada corrida fue validada verificando que
las absorbancias obtenidas en el estandar daban como resultado un valor cercano a la

concentracion conocida.
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Poder Reductor de Hierro
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Grafica 1. Porcentaje de inhibicion de los resultados obtenidos con el método

macrométrico de Reduccion de Hierro.

b. Micrométrico

Para el porcentaje de inhibicion de la actividad tirosinasa se realizd una serie de
diferentes concentraciones del control, acido kojico: 10, 25, 50, 75y 100 pug/mL, se realizo
por quintuplicado cada prueba en tres diferentes corridas, se realizé una regresion lineal
para determinar la ecuacién de la recta, hasta obtener un valor de r? entre 0.95 a 0.99. Se
realizaron promedio de los datos obtenidos de cada concentracion, se registraron los
resultados de la curva, a partir de esto se calculd el porcentaje de inhibicion de la

absorbancia y de mediante la curva, la concentracion.
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Grafica 2. Porcentaje de inhibicion de los resultados obtenidos con el método

micrométrico del estandar de tirosinasa.

Para el porcentaje de inhibicion de la actividad de ureasa se realiz6 una serie de
diferentes concentraciones de los controles, acido kéjico y omeprazol de la siguiente forma:
25, 50, 75, 100 y 125 ug, los cuales se realizd por quintuplicado en tres diferentes corridas,
se realiz6 una regresion lineal para determinar la ecuacion de la recta, hasta dar un valor de
r? entre 0.95 a 0.99, se realizaron promedio de los datos, se registraron los resultados de la
curva y se calculd el porcentaje de inhibicion de la absorbancia y mediante la curva, se

calculo la concentracion.
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Actividad Antiureasa
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Gréfica 3. Porcentaje de inhibicién de los resultados obtenidos con el método

micromeétrico del estandar de ureasa.

C. Determinacion de la inhibicidn de tirosinasa en especies del género Piper

A cada extracto de las especies estudiadas se le realiz6 un analisis de actividad
inhibitoria de la tirosinasa utilizando la técnica de TLC, empleando L-tirosinasa como
revelador y el método microcolorimétrico para la cuantificacion de la inhibicion, esto
mediante la disminucion de las absorbancias. Los resultados son los siguientes.
1. Cromatografia en capa fina (TLC)

En el Cuadro 2 se observan que los resultados obtenidos fueron positivos en todos
los extractos diclorometanicos y metandlicos. El extracto dicloremetanico de P.
retalhuleuense y los extractos metandélicos de P. psilorhachis y P. variabile mostraron dos

bandas de inhibicion.
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Cuadro 2. Inhibicion de la tirosinasa en extractos de Piper por TLC

Clave Especie Disolvente Rfl Rf2 Resultado
1 P. amalago MetOH 13 i i
' CH.Cl, 2.1 i "
1.3 - +
2 P. auritum MetOH
CH,Cl, 1.7 - ++
1.3 -
3 P. hispidum MetOH
CH2C|2 16 -
; : 14 - ++
4 P. jacquemontianum MetOH
CH2C|2 21 -
1.9 -
5 P. oradendron MetOH
CH,CI, 16 -
1.0 1.7 ++
6 P. psilorhachis MetOH
CH,ClI, 2.6 - ++
14 - ++
7 P. retalhuleuense MetOH
CH,Cl, 2.3 2.9 ++
. MetOH 2.0 - ++
8 P. sempervirens
CH,Cl, 3.4 4 ++
1.3 - ++
9 P. umbellatum MetOH
CH,ClI, 5.0 - ++
0.9 1.7 ++
10 P.variabile MetOH
CH,ClI, 6.1 - ++
A Acido kojico Estandares 5.2 - o
(+): Leve inhibicién; (++): Moderada inhibicién; (+++): Fuerte inhibicién p = 0.032 (Prueba binomial) n =5

réplicas.
Rf1: Relacion de frente del primer compuesto; Rf2: Relacion de frente del segundo compuesto
Fuente: Datos experimentales obtenidos en LIPRONAT

2. Cuantificacion microcolorimétrico de la actividad inhibitoria de tirosinasa

En el Cuadro 3 se observa los extractos que presentaron actividad inhibitoria de
tirosinasa. En los resultados se muestra la concentracién de inhibicion al 50% (Clsp) con el
intervalo de confianza al 95%, asi como el estandar de referencia y se reporta la capacidad
inhibitoria equivalente al &cido kojico de cada extracto.

Los extractos con mejor actividad utilizando esta metodologia fueron P. variabile,

P. umbellatum, y P. psilorhachis, mientras el que presento la menor actividad fue el
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extracto de P. hispidum Ademaés puede observarse que el extracto que presentd la mejor

inhibicion en ambos solventes fue P. variabile presentando Clsp, (2.0 pg/mL y 2.1 pg/mL)

similares.

Cuadro 3. Actividad inhibitoria de tirosinasa determinada por metodologia micrométrica

Cl Intervalo de
No. Especie Disolvente %0 confianza al pg EAK/mg
ng/mL 95%
MetOH 10.4+£0.8 9.6-11.2 7.96 0.3
1 P. amalago
CH,Cl, 34.8+1.6 33.2-36.8 20.1+0.9
. MetOH 42.8+3.2 39.6-46.0 37505
2 P. auritum
CH,Cl, 15.0+0.8 14.2-15.8 584+1.2
- MetOH 452+2.8 42.4-48.0 62.3+2.1
3 P. hispidum
CH,Cl, 46.8+ 1.7 45.1-48.5 745+04
. . MetOH 6.8+0.3 6.5-7.1 16.0+£0.7
4 P. jacquemontianum
CH,Cl, 28.5+0.8 27.7-29.3 65.8+1.3
MetOH 30.8+1.2 29.6-32.0 36.4+0.2
5 P. oradendron
CH,Cl, 38.7+1.9 36.8-40.6 71.1+2.6
. . MetOH 6.5+£0.3 6.2-6.8 159+0.9
6 P. psilorhachis
CH,Cl, 19.8+£0.8 19.0-20.6 645+3.1
MetOH 125+04 12.1-12.9 385+21
7 P. retalhuleuense
CH,Cl, 7605 7.1-8.1 442+1.4
. MetOH 19.0+£0.7 18.3-19.7 365+£1.2
8 P. sempervirens
CH,Cl, 7.9+0.3 7.6-8.2 48.9+2.4
9 P umbellatum MetOH 6.6+£0.2 6.4-6.8 31.3+1.3
CH,Cl, 49+0.2 4.7-5.1 20.0+0.8
10 P variabile MetOH 2.1+£0.1 2.0-2.2 54+0.2
CH,Cl, 20+£0.1 1.9-2.1] 44+0.2
A Acido kojico Estandar 1.2 +0.07 1.1-1.3 NA

EAK: Equivalentes de &cido kéjico por mg de extracto
NA: No aplica

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Departamento de Citohistologia
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D. Determinacion de la inhibicion de ureasa en especies del género Piper

los resultados son los siguientes.

Cromatografia en capa fina

Se realizo la evaluacion a partir de la técnica de rojo de fenol en placas de silica gel,

En el Cuadro 4 se presenta la actividad inhibitoria de la ureasa, los resultados

obtenidos fueron positivos en todos los extractos diclorometanicos y metanodlicos. El
extracto metanolico de P. psilorhachis mostro dos bandas de inhibicion.
Cuadro 4. Inhibicion de la ureasa en extractos de Piper por TLC
No. Especie Disolvente Rf1 Rf2 Resultado
1 P amalado MetOH 4.0 - ++
. ’ CH.Cl, 4.1 - ++
; MetOH 3.0 - ++
2 P. auritum
CH2C|2 2.4 - ++
MetOH 1.7 - ++
P. hispidum
3 Ispldu CH2C|2 1.4 - ++
4 P. jacquemontianum MetOH 2.6 ) *
Jasd CH,Cl, 4.0 - ++
5 P. oradendron MetOH 13 ) A
. CH,CI, 1.6 - ++
. . MetOH 5.3 58 ++
6 P. psilorhachis
CH2C|2 4.8 - ++
7 P. retalhuleuense MetOH 34 ) T
. CH.CI, 1.4 - ++
8 P. sempervirens MetOH 2:5 ) =
- Semp CH,Cl, 3.6 - ++
9 P. umbellatum MetOH 3.2 ) =
. CH,CI, 1.9 - ++
MetOH 4. - +
10 P. variabile et0 3
CH2C|2 4.8 - +
A Omeprazol Estandar 5.0 - +++

(+): Leve inhibicion; (++): Moderada inhibicion; (+++) Fuerte inhibicion p = 0.032 (Prueba binomial) n =5
réplicas. Revelador rojo de fenol.
Rf1: Relacion de frente del primer compuesto; Rf2: Relacidn de frente del segundo compuesto
Fuente: Datos experimentales obtenidos en LIPRONAT

72



2. Cuantificacion microcolorimétrica de la actividad inhibitoria de ureasa

En el Cuadro 5 se observan los extractos que presentaron actividad inhibitoria de

ureasa, asi como el estdndar de referencia y se reporta la capacidad inhibitoria equivalente

al omeprazol de cada extracto. Los extractos con mejor actividad utilizando esta

metodologia fueron P. psilorhachis, P. umbellatum y P. retalhuelenses mientras el que

presento la menor actividad fue el extracto de P. variabile.

Cuadro 5. Actividad inhibitoria de ureasa determinada por metodologia micrométrica

con rojo de fenol.

No. Especie Disolvente ug/:aoL Colnr;itzxglgf SSe% pg EO/mg
MetOH 223+15 20.8-23.8 19.1+0.5
1 P. amalago
CHCI, 18.2+1.0 17.2-19.2 16.5+0.5
) P auritum MetOH 30.3+1.3 29.0-31.6 25.6+1.2
CH.CI, 12.2+0.9 11.3-131 13.7+0.8
- MetOH 17911 16.8-19.0 18.1+1.0
3 P. hispidum
CH,Cl, 294+15 27.9-30.9 23.0x1.6
4 P. jacquemontianum MetOH 157+£1.0 147 -16.7 186 £04
CH,Cl, 26.3+1.8 245-28.1 24.7+0.8
5 P oradendron MetOH 316+1.2 30.8-32.8 22.1+£0.7
CH.CI, 275+£1.0 26.5-28.5 308+16
5 p. psilorhachis MetOH 1.9+0.08 1.8-2.0 35+11
CH.CI, 2.1+0.09 20-22 3.6+0.9
MetOH 4.1+0.07 40-4.2 46+1.3
7 P. retalhuelenses
CH,Cl, 4.8 £ 0.06 4.7-49 55+0.8
8 P. sempervirens MetOH 13.7+0.9 12.8-14.6 12.2+0.6
CH,Cl, 129+0.9 12.0-13.8 113+1.1
9 b umbellatum MetOH 2.5+0.06 24-26 39+09
CH,CI, 5.6 +0.09 55-5.7 46+0.8
10 P variabile MetOH 348+1.3 33.5-36.1 455+ 1.2
CH,CI, 323117 30.6 -34.0 53.3+£0.9
A Omeprazol Estandar 1.4+0.05 13-15 NA

EO: Equivalentes de omeprazol por mg de extracto

NA: No aplica

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Departamento de Citohistologia
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E. Determinacion de la actividad antioxidante por FRAP

En el Cuadro 6 se observa, que los mejores resultados los presentan los extractos

metanolicos de P. psilorachis y P. variabile.

La menor actividad en general la presentaron los extractos metandlicos de P.

umbellatum y P. oradendron.

Cuadro 6. Actividad antioxidante determinada macrométricamente por FRAP

Intervalos de

No. Especie Disolvente ug/:;OL confianza al ng EAS/mg
95%
1 P. amalago MetOH 149+0.9 14.0-15.8 69.32+0.41
CHCI, 23817 22.1-255 44.45 + 0.63
5 P auritum MetOH 11.2+0.9 10.3-121 34.96 +0.25
' CH.Cl, 133+1.0 12.3-143 30.07 £ 0.90
3 P. hispidum MetOH 22.6 1.6 21.0-24.2 35.89+0.18
' CHCI, 241+15 22.6 —25.6 33.12+0.28
4 P. jacquemontianum MetOH 25.8+1.38 24.0-27.6 52.39 £ 0.68
‘ CH.Cl, 146+1.0 13.6 — 15.6 51.71+0.91
5 P oradendron MetOH 353124 329-37.7 74.97 £ 0.52
' CH.CI, 226+19 20.7-24.9 38.74 £ 0.97
5 . psilorhachis MetOH 2.1+0.06 20-2.2 21.76 £ 0.74
‘ CH.CI, 40+0.2 3.8-4.2 22.80+£0.49
7 P. retalhuleuense MetOH 82+04 7.8-8.6 29.87+£0.26
' CH.Cl, 14.7+0.9 13.8-15.6 34.14 +£0.27
8 P. sempervirens MetOH 6.4+0.2 6.2—-6.6 50.65 + 0.62
' CH.CI, 146+0.8 13.8-154 39.22+0.91
9 P umbellatum MetOH 26.4+1.6 24.8-28.0 86.91 +0.46
CH,Cl, 199+12 18.7-21.1 67.06 + 0.26
10 P variabile MetOH 2.6+0.09 25-27 25.56 +1.26
' CH.CI, 48+0.1 47-49 30.28+0.41
Acido Estandar . 16 %009 1517 NA
ascérbico

EAS: Actividad antioxidante equivalente a 4cido ascérbico MetOH: Metanol; CH,Cl,: Diclorometano
Fuente: Datos experimentales obtenidos en LIPRONAT
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Piper es un género que pertenece a la familia Piperaceae, que como angiospermas
basales se encuentran sobre la superficie terrestre desde hace varios millones de afios. Las
especies pertenecientes a la familia Piperaceae frecuentemente son arbustos aromaticos,
rara vez como arboles, lianas o epifitos. Los dos géneros mas grandes son Piper y
Peperomia, conteniendo cada uno alrededor de 1.000 especies (Standley & Williams,
1976). Esta investigacion se centrd en estudiar diez especies del género Piper.

Las plantas del género Piper son conocidas como cordoncillo y se les atribuye
propiedad analgésica, antirreumatica, diurética, estimulante, digestiva, antiulcerosa,
antihelmintica y bactericida, son ampliamente utilizadas para el tratamiento de vaginitis,
desordenes intestinales y como antimicrobiano (Gomez, 2008). Por esta amplia diversidad
de usos fueron seleccionadas para este estudio en el cual se evalud la actividad
antitirosinasa, antiureasa y antioxidante de especies nativas, ademas por poseer una amplia
complejidad quimica y bioldgica.

Para analizar la actividad mencionada se procedi6 a colectar el material vegetal, de
las especies de interés (Fotografia 1). En el Cuadro 1 se observa la informacién general de
las diez especies utilizadas en esta investigacion, la procedencia del material vegetal, la
cual fue recolectada en diferentes partes del territorio nacional, siete en Suchitepequez y
tres en Alta Verapaz. Los extractos que se obtuvieron de cada especie fueron apolares
(extractos con diclorometano) y polares (extractos con metanol), para analizar un total de
20 extractos.

Los porcentajes de rendimiento obtenidos fueron mejores en los extractos

metanolicos que en los diclorometanicos con excepciéon de P. auritum, P.
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jacquemontianum y P. retalhuleuense, el mejor rendimiento de los extractos metandlicos
se obtuvo con P. variabile (15.53%), seguido de P. sempervirens (11.49%) y P.
psilorhachis (10.71%); de los extractos diclorometanicos el mejor rendimiento se obtuvo
de P. jacquemontianum (8.63%). Segun Céceres y colaboradores en el 2009 en el proyecto
FODECYT 17-2009, estudiaron once especies de este género, incluidas ocho de esta
investigacion, en donde se obtuvo que el extracto diclorometénico que presentd mayor
porcentaje de rendimiento fue P. jacquemontianum, mientras que de los extractos
metanolicos el mejor rendimiento se obtuvo de P. variabile y P. retalhuleunse. Otro
estudio previo llevado a cabo en la Universidad San Carlos de Guatemala se estudiaron las
especies P. umbellatum, P. oradendron, y P. jacquemontianum, se obtuvieron porcentajes
de rendimiento en metanol y diclometano para cada una de 7% y 9.18%, 4.94 y 6.02 y
8.13 y 11.01%, con lo que se evidencia que en ambos estudios se obtuvieron porcentajes
de rendimiento similares a los obtenidos en la presente investigacion y ademas que el
extracto diclometanico de P. jacquemontianum es de las especies de las cuales se obtuvo
mayor rendimiento en las tres investigaciones (Gomez, 2008).

La variacion en los porcentajes de rendimiento se ven afectados por factores como
el proceso de extraccion, la naturaleza de los metabolitos (polar o apolar), el disolvente
utilizado, la época del afio en que se colecta y el lugar de procedencia (Gémez, 2008).

Antes de comenzar con el analisis de los extractos en estudio, fue necesario validar
por medio de curvas dosis-efecto los estandares para cada una de las metodologias
anteriormente descritas por terceros y adaptandolas a las condiciones del laboratorio, esto
con el fin de que cada uno de los métodos demuestre cientificamente que una metodologia
tiene las caracteristicas de desempefio adecuadas para cumplir con dar resultados tanto

confiables como reproducibles.
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Para evaluar cada una de las actividades, se utilizaron estdndares cuya alta actividad
ha sido comprobada anteriormente, para la determinacion de la actividad antitirosinasa, se
utilizé como estandar el acido kéjico que actta inhibiendo la accidn de la tirosinasa en el
proceso de produccion de melanina (Momtaz et al., 2008).

Para evaluar la inhibicion de la actividad antiureasa, se utiliz6 como estandar el
omeprazol, que es un farmaco antiulceroso utilizado en Ulceras asociadas a Helicobacter
pylori ya que realiza una inhibicion competitiva por el sitio activo de la enzima (Krajewska
& Brindell, 2011).

Para la actividad antioxidante se utilizo el &cido ascorbico también conocido como
vitamina C, que es un potente antioxidante, que protege contra los radicales libres (Cui,
Luo, Xu & Ven, 2004).

Con las respectivas validaciones se determinaron las fuentes de variabilidad y los
errores sistematicos, no sélo dentro de la calibracion sino en el andlisis de las muestras
reales. Ademas el uso de los estandares corridos permiti6 corregir los actos y condiciones
que afectaban la validacion de los resultados, asi como la confiabilidad de los analitos,
asegurando asi datos 6ptimos.

Esta investigacion ha permitido conocer actividades enzimaticas y antioxidantes de
extractos diclorometanicos y metandlicos de manera que se establecieron diferentes
metodologias para evaluar las diferentes actividades y conocer la potencial aplicacion en
medicina, cosmetologia y conservacion de alimento.

Se llevo a cabo la determinacion de la actividad antitirosinasa, segun estudios
realizados por Kim y colaboradores en el 2002, la tirosinasa es la enzima limitante de la

velocidad de la biosintesis de pigmentos de melanina responsables de la coloracion del
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pelo, piel y ojos. Los inhibidores de la tirosinasa se han utilizado en productos cosméticos
que se promueven para aclarar la piel (Hiari, Joray, Ruiz, Palacios & Carpinella, 2010).

Los tratamientos topicos estandar para los trastornos de hiperpigmentacion incluyen
inhibidores de la tirosinasa, pero la mayoria de ellos no retnen todos los requisitos de
eficacia clinica, o se observan efectos adversos (Casafiola et al., 2007). Por lo tanto, la
atencion se ha prestado a agentes alternativos como sustancias derivadas de plantas, que
han demostrado ser seguros y eficaces como complemento para el tratamiento de algunos
trastornos en los seres humanos (Cai, et al., 2012).

Es por esto que el presente estudio investiga nuevos inhibidores de la tirosinasa a
partir de fuentes naturales como plantas que ayudarian a reducir al minimo la toxicidad y
efectos secundarios de los farmacos actualmente utilizados en el cuidado de la salud y la
medicina para el tratamiento de trastornos de la piel.

En este estudio se demostré que ciertas especies del género Piper, presentan
actividad inhibitoria de la tirosinasa. Se determind la presencia de la actividad antitirosinasa
en extractos organicos de especies del género Piper, el método cualitativo de TLC se
realiz6 revelando actividad positiva debido a un efecto quelante, ya que el sitio activo de las
especies separa el ion metalico de la enzima (Cu+), del sistema formando un complejo y
haciendo que el ion metalico no pueda participar o catalizar la reaccion sustrato-enzima,
mostrandose asi las zonas claras de inhibicion de tirosinasa en todos los extractos
diclometanicos evaluados como se observa en el Cuadro 2 (Fotografia 5 y 6). Algunos de
los diez extractos analizados presentaron dos bandas de inhibicidn en el segundo extracto
(metanolico), esto como consecuencia que los extractos metandlicos contienen las
moléculas que poseen la actividad antitirosinasa que fue extraida por este disolvente

principalmente por su alta polaridad. El diclorometano por ser de baja polaridad fue capaz
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de extraer mayoritariamente las grasas contenidas debido a su caracter hidréfobico, lo cual
contribuye a eliminar los falsos positivos (Chiari et al., 2010).

En el Cuadro 3 se presentan los resultados expresados en la Clsp de los extractos,
determindndose que la mejor actividad inhibitoria de la tirosinasa la presentd el extracto
diclorometénico (Clsp 2.0 ng/mL) y metandlico (Clso de 2.1) de P. variabile, ya que inhibi6
el 50% de la tirosinasa con la menor cantidad de extracto segun la interpretacion de
Momtaz y colaboradores en el 2008.

El extracto que present6 la segunda mejor actividad fue el extracto diclorometanico
de P. umbellatum (Clso 4.9 pg/mL), seguido de el extracto metandlico de P. psilorachis
(Clsp 6.5 pg/ml), mientras que, el que presentd la menor actividad fue el extracto
diclorometanico de P. hispidum (Clsp 46.8 ug/mL). Al comparar los resultados de los
extractos con el estdndar de referencia se puede observar que el estandar presenta una
actividad inhibitoria de tirosinasa superior a los extractos analizados, la especie que mas se
acerca al Clsp de los estandares es el extracto diclorometanolico de P. variabile, por lo que
la identificacion de los compuestos quimicos en esta especie, capaces de modular el
metabolismo de la pigmentacidon es de gran interés, cabe mencionar que podria deberse a un
falso positivo de inhibicion enzimatica por la interferencia de las grasas por ser este un
disolvente apolar, pero esto habra que confirmarlo (Curto et al., 1999).

En el Cuadro 3 se presenta que el extracto que demostro la menor cantidad de
equivalentes fue P. variabile, en el extracto diclorometanico (4.4 = 0.2 ugEAK/mg) y
metanolico (5.4 = 0.2 ugEAK/mg), seguido de los extractos metandlicos de P. amalago
(7.9 + 0.3 ng EAK/mg), extracto diclorometanico de P. psilorhachis (15.9 + 0.3 png
EAK/mg) y por ultimo el extracto metandlico de P. jacquemontianum (16.0 = 0.3 nug

EAK/mg). La especie que reportd mayor cantidad de EAK fue el extracto diclorometanico
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de P. hispidum (71.1 + 0.3 ugEAK/mg) y P. sempervirens (66.9 + 5.4 ngEAK/mg) por lo
que se esperaria una menor actividad inhibidora de la tirosinasa, ya que entre menor sea el
valor de pg EAK/mg de extracto mayor inhibicion se esperaria (Lin et al., 2007).

Al revisar la literatura no se encontré ninguna informacién disponible de estudios
previos en donde se investigue la actividad antitirosinasa en las especies de Piper incluidas
en este estudio, Unicamente de Piper auritum debido a que es nativa de Mesoamerica y se
reportan mas investigaciones de actividades en esta. En nuestro estudio se encontré un
valor de Clso de 42.8 pg/mL en el extracto metandlico y 15.0 ug/mL en el diclorometanico
mientras que el estudio realizado por Lin y colaboradores (2007) se reporté que P. auritum
presenta actividad antitirosinasa en el extracto acuoso con un Clsy de 5.6 pg/mL, la
diferencia de resultados podria deberse a que no se realizé una extraccion con disolventes y
las condiciones en las que se llevo a cabo el ensayo.

Como se mencion6 anteriormente, los tratamientos topicos estandar para los trastornos
de hiperpigmentacion que se utilizan en medicina, la mayoria de ellos no retnen todos los
requisitos de eficacia clinica, o se observan efectos adversos, por lo que es necesario
realizar mas estudios que den una prueba clara de su poder despigmentante y eficacia
clinica, asi como estudios quimicos y toxicoldgicos a las plantas que inhibieron un mayor
del 50% para poder utilizarlos en beneficio el ser humano (Casafiola et al., 2007).

Se determind la actividad antiureasa en las especies del género Piper seleccionadas, la
ureasa es una enzima que se encuentra distribuida en algas, bacterias, hongos y plantas, esta
cataliza la hidrolisis de la urea para la produccion de amoniaco, que cambia el pH del sitio
en donde actua; en el sistema gastrointestinal se ha relacionado con el desarrollo de Ulceras

gastricas. (Paulo, Oleastro, Gallardo, Antonio & Dominguez, 2011).
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El estudio de compuestos activos en plantas se ha incrementado, para la obtencidn
de medicamentos que inhiban enzimas de manera especifica, algunos de los estudios han
evaluado la actividad inhibitoria de ureasa, primero se dio como busqueda de moléculas y
luego en plantas evaluando la presencia de algunos de estos compuestos (Amtul et al.,
2002).

Como se muestra en el Cuadro 5, el estandar utilizado (omeprazol) mostré un valor
de Clso de 1.4 pg/ml comprobando con esto su alta eficacia. Segun la literatura la inhibicién
de la enzima ureasa se da por diferentes compuestos principalmente por alcaloides,
antraquinonas, saponinas, glucosidos cardiacos, taninos, glucésidos cianogenéticos y
flavonoides, algunos de estos compuestos podrian ser parte de los metabolitos secundarios
de las plantas utilizadas en este estudio.

La primera prueba realizada fue la cromatografia de capa fina, como se muestra en
el Cuadro 4 todos los extractos presentaron bandas de inhibicion, lo que indica que dentro
del extracto se encuentra algun tipo de molécula capaz de unirse a la enzima y evitar la
hidrolisis de la urea. Estos resultados son tanto positivos para los extractos
diclorometanicos como los metanolicos. P. psilorachis, demostré que posee dos tipos de
compuestos activos ya que presentd dos bandas de inhibicion con Rf similares, a los
presentados por las otras plantas con resultados positivos. Se puede indicar por estos
resultados que se trata de dos familias de compuestos, que actuaron como inhibidores pues
los Rf presentan valores similares (5.3 y 5.8) aunque no se trata necesariamente de un
imidazol, ya que los Rf del compuesto control son diferentes (5.0) (Adeniyi & Anyiam.,
2004).

En el Cuadro 5 se presentan los resultados expresados en la Clsy de los extractos,

determinandose que la mejor actividad inhibitoria de la ureasa la presentaron los extractos
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diclorometanicos y metandlicos de P. psilorachis (Clsp 1.9 pg/mL y 2.1 pg/mL
respectivamente) seguido del extracto metandlico P. umbellatum (Clsp 2.5 pg/mL) luego el
extracto metandlico de P. retalhuelense (Clsp de 4.1 ug/mL) ya que inhibieron el 50% de la
ureasa con la menor cantidad de extracto.

Al comparar los resultados de los extractos con el estandar de referencia se puede
observar que el estdndar presenta una actividad inhibitoria de ureasa superior a los extractos
analizados, la especie que més se acerca al Cls, de los estdndares es el extracto metanolico
de P. psilorachis, por lo que la identificacion de los compuestos quimicos en esta especie,
es de gran intereés.

En el Cuadro 5 se presenta que el extracto que demostré la menor cantidad de
equivalentes fue P. psilorachis en el extracto diclorometanico (3.5 = 1.1 ugEAK/mg),
seguido de los extractos metanolicos de P. umbellatum (3.9 + 0.9 pg EAK/mg). Las
especies que reportaron mayor cantidad de EAK fueron los extractos metandélicos de P.
variabile (53.3 £ 0.9 ug EAK/mg) y P. oradendron (30.8 + 0.9 ug EAK/mg) por lo que se
esperaria una menor actividad inhibidora de la ureasa, ya que entre menor sea el valor de pg
EAK/mg de extracto mayor inhibicion se esperaria (Lin et al., 2007).

Al realizar la revision bibliogréfica no se encontré informacion disponible de
estudios previos en donde se investigue la actividad antiureasa en las especies de Piper
incluidas en este estudio, ya que son especies nativas del Continente americano y se
esperaria que en Sudamerica se encuentren datos, sin embargo se encontaron estudios,
donde se demuestra la actividad de especies del género Piper contra la enzima ureasa pero
no de las diez especies incluidas en este estudio.

Segun Halliwell (2011), una sustancia antioxidante es aquella molécula que tiene

como objetivo principal proteger un tejido bioldgico contra el dafio oxidativo. Un radical
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libre una molécula inestable que contiene uno o méas electrones no apareados, es decir, que
posee un electrén impar en Orbita, y tiende a buscar moléculas estables para formar
combinaciones con ellas y saturar sus electrones. A este proceso se le conoce como
oxidacion (Halliwell & Grootveld, 1987).

Para conocer la actividad antioxidante del extracto se midio el poder reductor de
hierro, en LIPRONAT, monitoreando la formacion de un complejo coloreado, comparados
con el estdndar &cido ascorbico. El poder reductor es indicativo de su capacidad
antioxidante. Se obtuvo la concentracion que cada extracto presentaba comparandolo con
los pg de &cido ascorbico utilizados. Una sustancia posee mayor actividad antioxidante
cuando requiere menor cantidad de microgramos para reducir el hierro.

Al correlacionar la actividad antioxidante como una funcién de la naturaleza del
disolvente extractor, se observaron diferencias significativas entre los extractos.

Se sabe que el metanol es el mejor disolvente extractor de los compuestos activos de
las especies, esto se debe a que este logra extraer los compuestos fenélicos debido a la alta
polaridad que posee, como se observa en el Cuadro 6 (Martinez & Crespi, 1997).

La mayor actividad con poder reductor de hierro se encuentra en los extractos
metandlicos, de P. psilorachis con un valor de Clsp de 2.1 pg/mL y P. variabile con un
valor de 2.6 ug/mL. Caceres y colaboradores (2009) en el Proyecto FODECYT 17-2009
evaluaron la actividad antioxidante por las técnicas de DPPH y ABTS, al comparar los
resultados de las tres metodologias se encontré que los extractos metanolicos de las hojas
de P. psilorhachis y P. variabile dieron la mayor actividad por los tres métodos
evidenciando con esto que nuestros resultados correlacionan con los hallazgos.

La actividad antioxidante de algunos extractos polares es debida, al menos en parte,

a la presencia de sustancias con grupos hidroxilos, los cuales ejercen su accion por
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donacion de protones (capacidad secuestrante de radicales libre), o bien por interaccion,
adicién o combinacion de radicales o por reacciones redox (transferencia de electrones)
(Martinez & Crespi, 1997).

Las plantas con menores concentraciones, segun esta metodologia, fueron P.
oradendron (Clsp 35.3 pg/mL) y P. umbellatum (Clsg 26.4 ng/mL), como puede observarse
en el Cuadro 6, los extractos con ambos disolventes presentan baja capacidad de reducir el
hierro, por lo que no se consideran de importancia significativa, sin embargo seria de
importancia su estudio en otro tipo de disolventes. Estos resultados correlacionan con los
obtenidos en el proyecto anteriormente mencionado.

Al momento de realizar el andlisis estadistico, se observa que ninguno de los
intervalos de confianza de los extractos analizados se encuentran entre el rango obtenido
para el estandar en cada una de las metodologias estudiadas, por lo que se concluye que a
pesar que algunas especies presentan actividad, ninguna presenta una actividad tan eficaz
como los estandar.

Con los resultados obtenidos en cada actividad se realizd pruebas de hipotesis
binomial, en los extractos que presentan actividad, se obtuvo un valor de pr70.5, siendo
estos estadisticamente significativos.

Con estos hallazgos se evidencia el potencial del genero Piper para ser utilizado
como potentes agentes protectores de la piel para tratar Glceras, asi como también
componentes antioxidantes naturales para reducir el dafio oxidativo, cronico y degenerativo

y conservacion de alimentos.
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X. CONCLUSIONES

Por medio de la validacién de métodos se logr6 establecer metodologias eficaces

para la evaluacion de las actividades antiureasa, antitirosinasa y antioxidante.

La especie de Piper que present6 la mayor inhibicién de la actividad tirosinasa fue
P. variabile con un valor de Clsy de 2.0 ug/mL en el extracto diclorometanico, sin

embargo ninguna presenté mejor Clso comparado con el estandar.

La especie de Piper que presentd la mayor inhibicion de la actividad ureasa fue P.

psilorachis con un valor de Clsp de 1.9 pg/mL en el extracto metandlico, sin

embargo ninguna presenté mejor Clso comparado con el estandar.

Las especies con mayor poder reductor de hierro segin los valores obtenidos de Clsg

son P. psilorhachis (2.1 pg/mL) y P. variabile (2.6 pg/mL) en extracto metandlico.
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XI. RECOMENDACIONES

. Continuar con estudios de actividad inhibitoria de tirosinasa, inhibitoria de ureasa y

antioxidante en otras especies nativas del genero Piper.

Emplear otros métodos que determinen actividad inhibitoria de tirosinasa,
inhibitoria de ureasa y antioxidante para ampliar conocimientos y comparar de

metodologias.

Realizar fraccionamientos bioguiados de las especies que presentaron mejor

actividad inhibitoria de tirosinasa, inhibitoria de ureasa y antioxidante.

Establecer modelos in vivo y someter las especies de Piper estudiadas en la presente

investigacion para asi comprobar los resultados.

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.

Evaluar otras partes de la planta para determinar si presentan actividad inhibitoria de
tirosinasa, inhibitoria de ureasa y antioxidante y si existe diferencia en cuanto a su

actividad.
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XIILLANEXOS

DOCUMENTACION FOTOGRAFICA

Fotografia 1. Recolecta de material vegetal.

Recolecta de materia vegetal en Ecoparcela El Kakawatal,
Samayac, Suchitepéquez.
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Fotografia 2. Secado de material vegetal y obtencion de extractos

Secado de material vegetal en Laboratorio de Productos Naturales FARMAYA, S.A y obtencion de
extractos diclorometandlicos y metanolicos en LIPRONAT y Departamento de Citohistologia.

Fotografia 3. Obtencion de extractos

Extractos condensados, luego de unas semanas dentro de la secadora con silica gel.
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Fotografia 4. Realizacion de pruebas para evaluar actividad antioxidante y actividad

inhibitoria de tirosinasa y ureasa

Realizacion de pruebas en LIPRONAT y Departamento de Citohistologia.

Fotografia 5. Determinacién de la actividad inhibidora de la tirosinasa de los extractos

diclorometandlicos por medio de la técnica cualitativa Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Se observan los extractos diclorometandlicos en la fase mdvil de la cromatoplaca y su revelacion, todos los
extractos, presentan actividad inhibitoria de la tirosinasa, se observa la coloracion blangquecina en las bandas
respectivas.
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Fotografia 6. Determinacion de la actividad inhibidora de la tirosinasa de los extractos

metanolicos por medio de la técnica cualitativa Cromatografia en Capa Fina (TLC)

037.04720]113

Se observan los extractos metandlicos en la fase movil de la cromatoplaca y su revelacidn, en los extractos,
presentan actividad inhibitoria de la tirosinasa se observa la coloracién blanquecina en las bandas respectivas.
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Cuadro 1. Ecuacion de la recta de los resultados obtenidos con el método micrométrico de

tirosinasa de extractos diclorometandlicos y metandlicos

No. Especie Disolvente Ecuacioén de la recta

MetOH ¥=0.10x+4.81

1 P. amalago R“0.97
o CH.CI Y=0.06x+0.37

v R%%0.98
MetOH Y=0.04x+1.00

2 P. auritum R“0.98
| CH.CI Y=0.02x+3.33

v R%%0.98
MetOH Y=0.03x+0.11

3 P. hispidum R*70.98
' CHCl Y=0.06x+1.07

e R%°0.97
MetOH Y=0.08x+7.73

4 P.jacquemontianum R"70.98
S CH.CI Y=0.05x+1.71

e R%%0.97
MetOH Y=0.04%+2.40

5 P. oradendron R 0.97
' CH-CI Y=0.06x+2.67

e R%°0.98
MetOH Y=0.00x+2.52

6 P. psilorhachis R*0.98
' CH-CI Y=0.03x+7.37

-z R%°0.97
MetOH ¥=0.03x+4.0

7 P. retalhuleuense R“0.97
| CH.CI Y=0.04x+3.67

-z R%70.98
MetOH Y=0.03x+5.57

8 P. sempervirens R“70.99
P CH.CI Y=0.05x+2.79

2> R%70.99
MetOH ¥=0.05x+7.55

9 P. umbellatum R*0.98
' CHCl Y=0.08x+10.11

2> R%70.98
MetOH YZO.%§X+22.O4

10 P. variabile R*0.97
| CH-CI Y=0.07x+24.68

- R%70.99

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Departamento de Citohistologia EAK: Equivalentes de 4cido kéjico por mg de extracto

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Departamento de Citohistologia.

103



Fotografia 7. Determinacion de la actividad inhibidora de la ureasa de los extractos

diclorometanicos por medio de la técnica cualitativa Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Deteccion: Los extractos diclorometandlicos, en los que presentan actividad inhibitoria de la ureasa, se observa la

coloracion en las bandas respectivas.

Fotografia 8. Determinacion de la actividad inhibidora de la ureasa de los extractos

metanolicos por medio de la técnica cualitativa Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Deteccion: Los extractos metandlicos, en los que presentan actividad inhibitoria de la ureasa, se observa la

coloracion en las bandas respectivas.
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Cuadro 2. Ecuacion de la recta de los resultados obtenidos con el método micrométrico de

ureasa de extractos diclorometandlicos y metandlicos

No. Especie Disolvente Ecuacion de la recta
Y=0.042x+22.47
L p. amalago MetOH R?0.97
' Y=0.032x+21.29
CH,Cl, R%0.98
Y=0.045x+22.56
) P auritum MetOH R%0.96
' Y=0.057x+20.95
CH,Cl, R?0.98
Y:O.0248x+20.70
. MetOH R70.98
3 P. hispidum Y'=0.042x+22.39
CH,Cl, R%0.97
Y=0.047x+22.00
4 P. MetOH R?0.96
jacquemontianum Y=0.026x+22.53
CH,Cl, R?0.99
Y:O.0261x+19.97
MetOH R“0.99
5 P. oradendron Y=0.126x+13.79
CH,Cl, R?0.97
Y:0.0249x+22.27
. . MetOH R°0.98
6 P. psilorhachis V=0 0256x+26.58
CH,Cl, R?0.97
Y:0.0249x+23.83
MetOH R°0.97
7 P. retalhuleuense Y=0.025x+26.58
CH,Cl, R?0.98
Y=0.072x+17.34
8 P. sempervirens MetOH R*0.99
' Y=0.0967x+23.15
CH,Cl, R?0.98
Y:0.0538x+19.09
MetOH R°0.98
9 P. umbellatum V=0.026x4+22 53
CH,Cl, R?0.99
Y:0.0259x+22.04
_ MetOH R“0.97
10 P. variabile V=0 045x+22 53
CH,Cl, R?0.99

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Departamento de Citohistologia
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Cuadro 3. Ecuacion de la recta de los resultados obtenidos de oxidacion de hierro con el

método FRAP de extractos diclorometandlicos y metandlicos.

Fuente:

No. Especie Disolvente Ecuacion de la recta

MetOH Y=0.40x+6.81

1 P. amalago R°70.97
oA CH.CI Y=0.06x+0.77

2 R20.98
MetOH Y=0.14x+0.89

2 P. auritum R 0.98
| CH.CI Y=0.02x+3.33

v R%0.98
MetOH Y=0.89x+0.15

3 P. hispidum R*0.98
' CHCl Y=0.12x+1.00

v R%%0.97
MetOH Y=0.10x+6.78

4  P.jacguemontianum R“0.98
S CH.CI Y=0.55x+1.81

v R%%0.97
MetOH Y=0.94x+2.10

5 P. oradendron R°70.97
' CH.CI Y=0.67x+1.67

v R%0.98
MetOH Y=0.10x+2.22

6 P. psilorhachis R*0.98
' CH-CI Y=0.23x+2.37

e R2°0.97
MetOH Y=0.00x+1.45

7 P. retalhuleuense R 0.97
| CH.CI Y=0.05x+1.67

e R20.98
MetOH Y=053x+5.23

8 P. sempervirens R“70.99
P CH.CI Y=0.25x+1.79

2 R20.99
MetOH Y=0.12x+6.32

9 P. umbellatum R“0.98
' ChCl Y=0.09x+12.1

2 R20.98
MetOH Y=0.45x+2.04

10 P. variabile R*0.97
| CH.CI Y=0.77x+4.68

2 R20.99

Datos experimentales obtenidos en el Departamento de Citohistologfa
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