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RESUMEN

Introduccion: la dificultad existente en el tratamiento de las enfermedades flngicas, debido a la resistencia generada por los hongos
patégenos a los medicamentos hoy en uso, y las multiples enfermedades generadas por las especies reactivas de oxigeno (cancer,
diabetes, problemas cardiovasculares, entre otras), ha suscitado el interés creciente en la blsqueda de nuevos productos antifiingicos
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y antioxidantes, para el tratamiento de las dolencias con estos origenes. La familia Piperaceae es muy conocida por sus actividades
biolégicas variadas, lo cual permite encontrar en especies de esta familia, fitocompuestos con buen potencial bioldgico para tratar estas
afecciones.

Objetivo: evaluar la actividad antioxidante y antimicdtica de los extractos de diferente polaridad, de 8 especies de Piperaceaes colectadas
en el Parque Regional Natural Ucumari, en Colombia.

Métodos: el material vegetal (tallos y hojas) se secd, se molid y después se extrajo por percolacion con n-hexanos, dicloromentano

y metanol. Las soluciones obtenidas se concentraron a presién reducida y con los extractos crudos se evaluaron las actividades
antioxidantes mediante el procedimiento del difenilpicrilhidrazilo y la antifingica, a través de la metodologia de placa perforada; de
conjunto se realizé un tamizaje fitoquimico por cromatografia de placa delgada.

Resultados: los extractos metandlicos fueron mas bioactivos en los dos ensayos realizados, son las especies Piper eriopodon y Piper
crassinervium, las que presentaron la mejor actividad antioxidante; mientras que en la evaluacion de la actividad antifiingica Piper
pesaresanum y Piper eriopodon mostraron mayor porcentaje de inhibicién. El tamizaje fitoquimico evidencié que los metabolitos
secundarios con mayor presencia en estas especies fueron: alcaloides, fenoles, taninos, terpenos, triterpenos, esteroides, saponinas,
flavonoides y antraquinonas.

Conclusiones: sugieren que Piper eripodon presenta propiedades tanto antioxidante como antifingica; por lo cual, tiene un alto potencial
como fuente de compuestos bioactivos que podrian ser usados como alternativas terapéuticas o industriales.

Palabras clave: antimicrobiano, bioprospeccion, capacidad atrapadora de radicales libres, productos naturales, tamizaje fitoquimico.

ABSTRACT

Introduction: treatment for human fungal diseases has many problems associated to resistance of pathogenic fungi to currently used
drugs, in addition, many sicknesses caused by reactive oxygen species (ROS) such cancer, inflammation, diabetes, cardiovascular
disease, among others, have generated increasing interest in the search for new antifungal as well as antioxidant product with novel
mechanism of action for treatment of affections related to these origins. Piperaceae family is widely known for its different biological
activities; for that reason it could be possible to find interesting phytocompounds with many pharmaceutical potencial.

Objetive: to evaluate the antioxidant and antifungal activities of n-hexanes, dichloromethane and methanol extract from 8 species
belonging to the Piperaceae family collected in Regional Natural Park Ucumari (Colombia).

Methods: the plant material (leaves and branches) was dried and ground, after that, was extracted by percolation with n-hexanes,
dichloromethane and methanol. The plant extracts obtained were concentrated under reduced pressure and used to determine the
antioxidant activity by difenilpicrilhidrazilo methodology while for the antifungal activity the perforated plate procedure was developed.
Also was performed a phytochemical screening by thin layer chromatography.

Results: in both biological activities evaluated the methanol extracts were most active than the others extracts. Piper eripodon and
Piper crassinervium were the species with the best antioxidant activity, and Piper pesaresanum followed by Piper eriopodon were the
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species with best antifungal activity. Phytochemical analysis showed that alkaloids, phenols, tannins, terpenes, triterpenes, steroids,
saponins, flavonoids and antraquinones were the most abundant compounds presents in the extracts of the eight species evaluated.
Conclusions: results show that Piper eripodon has antioxidant and antifungic properties; this specie has great potential as a source of
bioactive compounds that could be used as new pharmaceutical or industrial alternatives.

Key words: antimicrobial, bioprospection, free radical scavenging, natural products, phytochemical screening.

INTRODUCCION

Las plantas son consideradas como una fabrica de productos quimicos gracias a la gran variedad de metabolitos secundarios que
biosintetizan, muchos de ellos tienen importancia comercial y son utilizados en industrias tales como: farmaceutica, agricola, alimentaria,
cosmeética, colorante, entre otras.! Estos metabolitos secundarios cumplen diferentes funciones ecoldgicas en el desarrollo de las plantas,
entre las cuales se pueden mencionar: la de regulacidon del crecimiento, las interacciones intra e inter especificas y de defensa contra
agentes causantes de enfermedades y depredadores.?

En los ultimos afios se han incrementado las investigaciones relacionadas con productos naturales bioactivos.3 El interés especifico por
conseguir nuevos agentes antioxidantes reside en la necesidad de combatir los radicales libres, los cuales estan intimamente asociados
con la génesis de multiples enfermedades tales como: el cancer, la inflamacion, el envejecimiento prematuro, los problemas
cardiovasculares, la diabetes, los desérdenes neurodegenerativos, entre otras.*

Por otra parte, la busqueda de nuevos agentes antifungicos radica en la alta complejidad implicita en el tratamiento de las infecciones
fungicas, debido a la resistencia que éstos patdégenos han desarrollado a los agentes comercial disponibles, por lo cual se presenta mayor
morbilidad y mortalidad.®

La familia Piperaceae es una de las mas grandes, importantes y antiguas en la historia de la humanidad, desde tiempos remotos se tienen
registros del uso de especies de esta familia para diferentes dolencias.®” Las variedades pueden ser hierbas, arbustos o enredaderas, rara
vez son arboles; crecen en climas tropicales, subtropicales templados y habitan en lo basico, en las selvas himedas de ambos
hemisferios. Los principales géneros de esta familia son Piper y Peperomia.8 Diferentes estudios han evidenciado la actividad bioldgica de
especies de esta familia; entre las propiedades mas destacadas se encuentran: antioxidante, antidepresivo, antimutagénica,
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antiplaquetaria, antibacterial, antitumoral, antidiarréico, antiasmatico, antiinflamatorio, antitiroidal, antihipertensiva, hepatoprotectiva,
antifiingico, antimalarico, citotoxica, analgésica, entre otras.?4

Con el fin de ampliar el conocimiento de las propiedades bioactivas de la flora en zonas de reserva de la region cafetera colombiana, se
evaluaron las actividades antioxidante y antifungica de 8 especies de plantas pertenecientes a la familia Piperaceae y en conjunto se
realizé un tamizaje fitoquimico por cromatografia de placa delgada (CCD).

METODOS

Material vegetal y obtencion de los extractos

Este estudio se realizd con 8 especies de plantas de la familia Piperaceae, recolectadas en el Parque Regional Natural Ucumari (PRNU), las
cuales fueron clasificadas por el Dr. Francisco Javier Roldan. Un voucher de cada una fue depositado en el Herbario de la Universidad de
Antioquia (tabla 1).

Cada una de las plantas colectadas (hojas y tallo) se secaron en un horno con aire forzado a 50 °C durante 72 h. El material seco se molio
y se tomaron alicuotas de 300 g para ser extraidas por percolacion durante 48 horas sucesivo con n-hexanos; diclorometano y metanol.

El proceso de extraccién con cada solvente se realizd por triplicado. Todos los extractos se concentraron a 45 °C y se almacenaron

a -10 °C hasta su utilizacién en ambos ensayos.!®

Capacidad antioxidante por captacion de radicales libres por el método
del difenilpicrilhidrazilo (DPPH)

Esta actividad se determind por el método espectrofotométrico del radical libre difenilpicrilhidrazilo (DPPH"), se sigui6é la metodologia de
Brand-Williams y colaboradores.'® Se tomaron 0,25 mL de la solucién de los extractos (1000 mg/L)

y se hicieron reaccionar con 2,0 mL de solucién del DPPH" a una concentracion de 20 mg/L, después de un periodo de incubacion de

30 minutos en la oscuridad, se midi6 la absorbancia (A) a una longitud de onda (A\) = 517 nm. Los resultados fueron calculados como
porcentaje de actividad antioxidante, se empled la siguiente férmula:
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AB — AM
AB

AA ao

Donde, AA = Porcentaje de actividad antioxidante; AB = Absorbancia del blanco; AM = Absorbancia de la muestra.

Los datos obtenidos fueron a continuacion, traducidos en equivalentes de Trolox (umol/g extracto) a partir de una curva de calibracion
(1, 2, 4, 6, 12 y 32 uM) de este compuesto. Como control positivo se utilizé hidroquinona (1000 mg/L).

Actividad antifangica

Estas evaluaciones se realizaron con los hongos Fusarium solani (ATCC 11712) y Fusarium oxysporum (ATCC 48112), se siguié la
metodologia de placa perforada descrita por Daoubi y colaboradores.!” Para esto, se hicieron extendidos de ambos hongos a evaluar en
agar Saboreaud Dextrosa y se incubaron durante 48 horas. Después, se retiraron con un sacabocado de 6 mm de didametro, cilindros que
contenian el indculo del hongo en crecimiento. El indculo se depositd en perforaciones cilindricas de diametro idéntico, que habian sido
realizadas previo, en cajas de Petri que contenian el mismo medio de cultivo fresco pero mezclado con los diferentes extractos a evaluar a
3400 mg/L. La actividad antifungica se determiné al medir el didametro de crecimiento micelial cada 24 horas por 6 dias, mediante el
empleo de la siguiente férmula:

_(cc—cp) |
cc

PI 00

Donde, PI = Porcentaje de inhibiciéon; CC = Didmetro promedio del crecimiento del micelio en el medio del control; CE = Diametro
promedio de crecimiento del micelio en el medio del ensayo. Como control positivo se uso ketokonazole a 250 mg/L.
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Caracterizacion fitoquimica

Los diferentes extractos crudos fueron evaluados mediante una marcha fitoquimica a través de cromatografia de capa delgada (CCD), de
acuerdo a la metodologia descrita por Wagner y Bladt.'® Para la elucion de los componentes presentes en los extractos de n-hexanos

y diclorometano se empled el sistema n-hexanos-acetato de etilo (70:30) y para los de metanol se utilizé el de acetato de etilo-metanol-
agua (100:13,5:10). Los alcaloides, esteroles, terpenos, saponinas, fenoles y flavonoides fueron detectados mediante las respectivas
reacciones de caracterizacion: Dragendorff, anisaldehido-acido sulfurico, vainillina 1 % en acido sulfurico-etanol, cloruro férrico al 1 %

y tricloruro de aluminio al 2 %. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y en todos los casos se emplearon patrones de
comparacién a concentraciones conocidas de los nucleos fitoquimicos analizados.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para tres ensayos independientes, cada uno con tres repeticiones, se expresan como la media £ la desviacion
estandar (DS) y fueron comparados por analisis de variancia (ANOVA). Diferencias de p < 0,05 fueron consideradas significativas.

RESULTADOS

La capacidad antioxidante de los extractos puede ser atribuida al poder reductor, a la capacidad atrapadora de radicales libres, o a la
habilidad para capturar oxigeno molecular singlete.* En la tabla 1 se presenta la capacidad antioxidante de los extractos evaluados,
expresada en equivalentes Trolox y el porcentaje de inhibicidn de los mismos extractos, frente a los dos hongos fitopatdogenos evaluados.
Se observa, que las plantas con mejor actividad antioxidante fueron P. eriopodon y

P. crassinervium las cuales mostraron buena actividad con todos sus extractos

y aunque estos presentaron menor capacidad atrapadora de radicales libre que el control positivo (hidroquinona: 26,81 + 1,43), los
valores son significativos.

Asi mismo, la especie P. umbellatum presentd actividad antioxidante apropiada con dos de sus tres extractos evaluados; mientras que

P. pesaresanum y P. acuminata evidenciaron actividad antioxidante destacada sdlo con uno de sus extractos.

La especie con mejor actividad antifingica fue P. pesaresanum, la cual presentd buena inhibicién con todos sus extractos frente a los dos
hongos evaluados; es el extracto de diclorometano el que mostré mayor porcentaje de inhibicidon contra

F. solani. Con menor actividad antifungica se encontrd P. eriopodon la cual fue activa con los extractos de diclorometano y de metanol
frente a ambos hongos, pero los valores obtenidos fueron inferiores a los de P. pesaresanum. Es importante resaltar que con los extractos
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metanolicos de las dos especies mencionadas y el de P. daniel-gonzalezii no se determiné el porcentaje de inhibicidn frente a F. solani
porque aungue hubo crecimiento, se observaron diferencias morfoldgicas frente al control negativo; por lo cual, también se les
consideraron especies activas.

Las especies P. umbellatum, P. crassinervium, P. glanduligerum y P. acuminata, evidenciaron actividad sélo con uno de sus extractos;
esta Ultima especie mostrd la mayor actividad frente a F. oxysporum. En todos los casos los extractos mostraron menor porcentaje de
inhibicion que el control positivo (Ketokonazol 100 %).

En la tabla 2 se muestran los resultados del tamizado fitoquimico preliminar de los tres extractos evaluados (n-hexanos, diclorometano
y metanol), se deduce que los extractos metandlicos mostraron alto contenido de fenoles, taninos, flavonoides, cumarinas y
antraquinonas; mientras que en los extractos de diclorometano se encontraron antraquinonas, terpenos, triterpenos, esteroides

y cantidades moderadas de fenoles y taninos. Por otro lado, en los extractos de n-hexanos se detectaron terpenos, triterpenos,

sapogeninas esteroidales y esteroides.
Esto concuerda con lo encontrado por Parmar y colaboradores,” quienes en un estudio del género Piper reportaron doce tipos de nlcleos

fitoquimicos en este

género: alcaloides/amidas, profenilfenoles, lignanos, neolignanos, terpenos, esteroides, kawapironas, piperolidos, chalconas
y dihidrochalconas, flavonas, flavanonas.
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Tabla 1. Nombre cientifico de las plantas de la familia Piperaceae colectadas en el Pargue
Regional Natural Ucumari, con su respectiva capacidad antioxidante v su actividad antifingica

Mombre cientifico/
nimero de voucher

Piper eriopodon C.
DC./4007

Piper umbellatum L.
/4012

Piper pesaresanum C.

DC./3996

Peperomia acuminata
Fuiz & Pav./4002

Piper crassinervium
Kunth/4021

Piper glanduligerum
C. DC./4026

Piper daniel-
gonzalezii Trel./4051

Piper calceolarium C.
DC./4048

Hidroguinona
Ketokonazole

Tipo de
extracto

n-Hexanos
CHzClz
MeOH

n-Hexanos
CHzClz
MeOH

n-Hexanos
CHzClz
MeOH

n-Hexanos
CHzClz
MeOH
n-Hexanos
CHzClz
MeOH
n-Hexanos
CHzClz
MeOH
n-Hexanos
CHzCl2
MeOH

n-Hexanos
CHzClz
MeaOH
EtOH

Actividad
antioxidante

15,76 = 3,67
15,81 + 3,63
16,72 + 3,40

12,77
17,56
16,53
13,19
13,81
16,57

3,51
7,30
3,53
3,64
3,26
1,83

H|H| W | H W

13,22 £ 1,13
12,80 + 4,06
16,04 = 0,60
15,51 + 1,12
18,21 £ 5,19
15,78 + 4,90
6,93 + 3,13
10,06 £ 5,46
12,78 £ 1,66
13,01 + 1,94
6,60 £ 2,44
12,70 + 5,21

3,79 + 2,39
11,72 + 6,29
10,52 + 2,13
26,81 + 1,43

Actividad antifingica
{% inhibicién)

Fusarium salani

24,30 £ 3,79
32,70 £ 5,60

Activo™ A 2000

mag/L
12,80 = 4,84
10,10 + 3,51
24,20 + 3,63
38,00 + 2,48
58,70 + 2,87
Activo™ A 500
mg,/L
8,40 = 1,60
17,50 = 2,74
22,20 + 4,20
16,90 + 3,63
]
36,90 2,48
14,60+ 1,79
]
27,2+ 6,52
]
1]

Activo™ A 2000

mag/L
10,50 = 2,01
15,50 + 2,48
14,50 + 2,36

100

Valores expresados como la media £D5, n = 3.

Fusarium
OXYSpOorum

23,30 + 2,36
31,70 + 5,22
33,80 * 3,79

15,10 + 1,25
30,70 + 6,25
15,60 + 4,02
34,50 + 5,73
35,00 + 2,01
42,40 + 3,26

9,10 + 2,24
8,60 + 3,38
44,50 + 1,25
13,1+ 2,36
20,6+ 4,60
22,7 + 3,93
6,90+ 0,57
28,80+ 1,51
34,6+ 1,40
1,20 0,66
9,10 + 3,61
20,70 + 5,22

14,80 + 1,69
16,80 * 4,36
18,50 + 6,84

100
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Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de las 8 especies pertenecientes a la familia Piperaceae colectadas en el Parque Regional
Natural Ucumari (PRNU)

Nucleo fitoquimico

Nombre
cientifico/ Tipo de
ndmero extracto Terpenos . Lacton_as y
de voucher Alca- Fenoles y triter enos’ Saponinas Flavo- sesquiter- Cuma- Antraguinonas
loides taninos este?‘oidesy esteroidales noides penlacto- rinas 9
nas
Piper n-
eriopodon C. Hexanos tt +
DC./4007 CH2Cl2 - + + +++ + - - ++
MeOH - - - +++ + - ++ ++
Piper n- - e+ ++ ++ ++ - - -
umbellatum Hexanos
L./4012 CH2Cl> - + ++ + 4+ - ++ ++
MeOH - ++ + + ++ - + ++
Piper n- +++ o+ e+ e+ - - - -
pesaresanum Hexanos
C. DC.7 3996 CH2Cl> F++ ++ ++ ++ ++ - - ++
MeOH ++ +++ +++ +++ +++ - - ++
Peperpmla n- 44 n " _ _ _ _ _
acuminata Hexanos
Ruiz & | CHaCl2 ++ ++ ++ ++ ++ - - +
Pav./4002
MeOH +++ +++ +++ ++ ++ - - ++
Plper n- - +++ ++ +++ + - - -
crasssinervium Hexanos
Kunth/4021 CH:Cl> - + ++ + + - - ++
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MeOH - - + - + - ++ ++
Piper n- _ + + ) _ _ _ _
glanduligerum Hexanos
C. DC./4026 CH:Cl, - ++ + + + - - +
MeOH - + +++ + + - ++ ++
Piper d_fanlel— n- ) Tt ++ + + ) ) )
gonzalezii Hexanos
Trel./4051 CH:Cl - ++ ++ + + - - ++
MeOH + +++ + + ++ - ++ +
Piper _ n- _ _ 4 " n _ _ _
calceolarium Hexanos
C. DC./4048 CH2Cl> - + ++ + + - - +
MeOH + - + - + - ++ ++
Controles Querce-
positivo . Acido Colesterol, tina,
Quinina Ay - naringe-
tanico, estigmas-terol, s .
y P Digitonina, nina, L . .
acido lupeol, B- - . . Digitoxina Cumarina Antraquinona
papave- L . hecogenina,diosgenina kaemp-
X galico, estradiol y
rina ferol,
catecol lanosterol S
miricetina,
apigenina

(-): Ausencia del nucleo; (+): Presencia del nlcleo; (++): Presencia moderada del nucleo; (+++): Presencia abundante del nlcleo
CH2Cl>= Diclorometano; MeOH= Metanol.
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DISCUSION

Las ocho especies evaluadas presentaron menor actividad antifingica que antioxidante, es P. eriopodon la mas bioactiva, por lo cual se
considera promisoria para futuros trabajos investigativos. Esta misma especie, P. eripodon, en un estudio de bioprospeccion realizado con
18 plantas de la familia Piperaceae, recolectadas en la regién central colombiana, fue la mas efectiva para combatir la mosca blanca
(Trialeurodes vaporariorum), asi como las larvas del gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda) y el hongo F. oxisporum

f.sp lycopersici. En esta misma investigacion se aislé el compuesto gibbilimbol B, el cual se consideré como el responsable de la actividad
fungicida.'® En otro trabajo realizado con treinta y dos especies de plantas colectadas en diferentes zonas de Colombia, doce de las cuales
pertenecian a la familia Piperaceae, se encontrd que el aceite esencial de P. eripodon fue el mas citotdxico frente a Artemia franciscana.?°

Asi mismo, P. umbellatum presenté buena actividad antioxidante, es una especie con muchos usos medicinales en diferentes regiones del
mundo y se ha comprobado que los extractos y sus compuestos puros, tienen actividades bioldgicas diversas tales como antibacterial,
anti-inflamatoria, analgésica, antioxidante, citotoxica, antimalarica, antileishmancida, antitripanosoma, entre otras.?!

En este trabajo, la especie P. daniel-gonzalezii mostro actividad antifingica moderada frente a los dos hongos evaluados y capacidad
antioxidante baja. Estos resultados son opuestos a los encontrados por Cardona y colaboradores,® quienes evaluaron la actividad
antioxidante, leishmanicida y citotoxica de extractos de hexano y etanol; asi como fracciones cromatograficas de este Ultimo solvente y
reportaron que el extracto de etanol y sus fracciones evidenciaron alta capacidad reductora, mientras que la actividad leishmanicida sélo
la presentaron los extractos crudos. Esta discrepancia en los resultados puede deberse al estadio metabdlico o a las condiciones
fisioldgicas de la planta asociadas a los factores climaticos, hidroldgicos, edaficos, altitudinales, disponibilidad de nutrientes, luminosidad,
al momento de la colecta, entre otras.??23 Por ejemplo, Chaves y coaboradoresl?* reportaron diferencias en la actividad microbiana de
Guapira graciliflora y Pseudobombax marginatum, esta divergencia fue justificada por la variacién en la concentracién de fenoles totales y
flavonoides extraidos de las plantas en época lluviosa y en temporada seca.

La especie reportada en este estudio con mayor actividad antifingica, P. pesaresanum, también presentd inhibicidon alta de la germinacién
de las ascosporas de Micosphaerella fijiensis Morelet en su fase sexual, con valores del 96 y del 100 % para los extractos de
diclorometano y metanol al respecto. El extracto de diclorometano de esta misma variedad, presentd un ICso= 468,84 mg/L frente a la
bacteria Staphylococcus aureus.?®> Ademas, el extracto metandlico de P. crasinervum presentd actividad antioxidante y antifungica
moderada contra F. solani; de esta familia se han obtenido diferentes compuestos con actividades tales como tripanocida, antioxidante y
antifiingica.?6-28
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En este trabajo el metanol fue, el solvente con el que se obtuvieron los mejores resultados tanto en la evaluacién de la actividad
antioxidante como en la antifungica. Esto concuerda, con el hecho de que el metanol es un solvente polar con el cual es posible extraer
moléculas con mayor grado de polaridad, tales como flavonoides y taninos; responsables en muchos casos de la actividades bioldgicas
que presentan las plantas.!? Sin embargo, es reconocido que la actividad sinergista de los componentes fitoquimicos de un extracto crudo
puede justificar la bioactividad de este.??

Los ensayos realizados permiten concluir que la especie P. eripodon fue la de mayor bioactividad. Un fraccionamiento biodirigido de esta

especie, con el interés de separar e identificar los metabolitos secundarios responsables de las actividades bioldgicas evaluadas, sera
objeto de futuros estudios.
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