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Aislamiento y caracterizacion de compuestos bioactivos de Piper aduncum.
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Resumen

Piper aduncum es una planta con distribucion pantropical perteneciente al orden de los
piperales y a la familia Piperaceae conocida cominmente como Matico o Hierba del soldado
que ha sido utilizada de manera tradicional en varios paises para tratar distintas enfermedades
de caracter infeccioso y/o inflamatorio. Por esta razon se buscd evaluar la presencia de
diferentes tipos de metabolitos secundarios por medio de una marcha fitoquimica, al igual
que caracterizar los compuestos con actividad antioxidante, valiéndose de métodos como
cromatografia de columna, TLC y revelacion por DPPH. Se obtuvieron 19 fracciones, de las
cuales 9 presentaban actividad antioxidante y se discutié un método LC-MS con el fin de
caracterizarlas en estudios posteriores. Concluyendo que la actividad antioxidante de la
planta puede deberse a los compuestos de caracter fendlico que son mayoritarios debido a
que se encuentran en fracciones consecutivas.
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Abstract

Piper aduncum is a plant with a pantropical distribution belonging to the piperal order and
Piperaceae family, commonly known as “Matico” or “Hierba del soldado”. It has been
traditionally used in several countries to treat different diseases of infectious or inflammatory
nature. For this reason, we sought to evaluate the presence of different types of secondary
metabolites using a phytochemical analysis methodology. As well as to characterize the
compounds with antioxidant activity, using methods such as column chromatography, TLC,
and DPPH as TLC revealing agent. 19 fractions were obtained and 9 of them had antioxidant
activity. Then an LC-MS method was discussed to characterize them in subsequent studies.
Finally, antioxidant activity could be due to majority compounds with phenolic
characteristics founded in consecutive fractions.
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INTRODUCCION

Piper aduncum es una planta de la familia Piperaceae Giseke, conocida vulgarmente como
“Matico o hierba del soldado” en paises de Suramérica y como “Platanillo de Cuba” en ese
pais, que tiene una distribucién es pantropical y subtropical (da Silva et al., 2017) (Guirado
& Montes, s.f.). Segun distintas fuentes, Piper spp han sido utilizadas desde tiempos
prehistoricos para actividades culturales y medicina tradicional con el fin de tratar una amplia
variedad de enfermedades de carécter infeccioso y/o inflamatorio. Esto puede relacionarse
con una diversidad de compuestos quimicos asociados a sus diferentes actividades
bioldgicas. (Durant-Archibold et al., 2018) (Souza et al., 2016) (Alves et al., 2008) (Delgado-
Paredes et al., 2012).

Sin embargo, hay que tener en consideracion que la produccién de metabolitos tanto
primarios como secundarios de la planta es afectada por las condiciones ambientales y de
nutrientes presentes en el suelo, debido a que muchos de estos metabolitos son en respuesta
a diferentes tipos de estrés a los que puede estar sometida. (Negreiros & Miqueloni, 2015)
(de Almeida et al., 2009).(Pérez-Alonso & Jiménez, 2011) En un estudio llevado a cabo en
Per( se encontraron metabolitos altamente polares a partir del extracto etandlico de P.
Aduncum y se determinaron como marcadores fitoquimicos de la planta los alcaloides y los
compuestos fendlicos. (Arroyo et al., 2011). En otro estudio se llevo a cabo la identificacion
de fenoles por medio de HPLC y fueron posteriormente caracterizados por espectrometria de
masas obteniendo quercetina, floridcina y epicatequina como compuestos predominantes,
que adicionalmente presentan actividad antioxidante.(Escudero etal., 2008). La accion
antioxidante de los flavonoides depende principalmente de su capacidad de reducir radicales
libres y quelar metales, impidiendo las reacciones catalizadoras de los mismos; de alli que
las actividades terapéuticas han sido reportadas en diversas investigaciones.(Gimeno Creus,
2004) Ademaés, la actividad antioxidante es una de las actividades terapéuticas mas
comprometedoras para Piper aduncum debido a la baja genotoxicidad y citotoxicidad
reportada para el extracto etandlico crudo () (Miranda Cabanillas & Mori Zuta, 2009) (Cseke
etal., 2016).

Debido a la abundancia fitoquimica de la planta en cuanto a metabolitos secundarios se
refiere, el presente estudio busca identificarlos en el extracto etandlico de Piper aduncum.
Ademaés, dado que los compuestos antioxidantes vegetales se han convertido en un area de
investigacion activa (Escudero et al., 2008), tiene como objetivo adicional el obtener,
elucidar y caracterizar los compuestos mayoritarios que presenten esa bioactividad.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y obtencion de extracto de Piper aduncum. La recoleccién de hojas vy tallos
de Piper aduncum se llevo a cabo en la vereda “La Elvira” municipio de Santa Barbara a
1510 msnm con la ayuda de un profesional en este campo; con el fin de garantizar que el
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extracto obtenido tuviera una composicién similar al encontrarse bajo las mismas
condiciones ambientales. Se separaron las hojas para triturarlas y se descartaron los tallos
obteniendo un peso del material seco de 192.8g. Posteriormente se maceraron 60g el material
triturado en etanol y se separ6 del solvente por rotaevaporacion a 40°C y 337mbar (Gonzélez,
s.f.), obteniendo el extracto total de la planta almacenado a 20°C. Este proceso de
rotaevaporacion se llevo a cabo 3 veces a partir del mismo material macerado para garantizar
mayor extraccion de metabolitos.

Perfil quimico de la planta. Se realizé una marcha fitoquimica basada en la practica de
identificacion de metabolitos secundarios del curso de analisis instrumental de la Universidad
CES, con el fin de encontrar los posibles marcadores fitoquimicos del extracto obtenido de
los especimenes seleccionados para el presente estudio (Gonzaélez, s.f.).(Hurtado & Pérez,
2014).(Rios, 2013).

Separacion y evaluacion de actividad antioxidante. Se sometieron 5ml del extracto
etanolico de Piper aduncum a cromatografia de columna utilizando Sephadex como fase
estacionaria y una fase movil de hexano: diclorometano: metanol con una proporcion 2:1:1.
Después se llevd a cabo una TLC para poder caracterizar las fracciones previamente
obtenidas, con una fase movil determinada experimentalmente compuesta por acetato de
etilo: metanol: hexano con una proporcion 1.5:1:1.5. Posteriormente, se realiz6 un revelado
de las cromatoplacas con DPPH al 0.05% en metanol, preparado al pesar 0.03g de DPPH y
disolverlo en 60ml de metanol(Puertas Miguel & Gomez, s. f.). (Jesionek et al., 2015). Con
el fin de evaluar actividad antioxidante se observaron las cromatoplacas antes y después de
revelarlas con DPPH bajo luz natural y bajo una lampara UV a una longitud de onda de
254nm para confirmar la presencia de compuestos con potencial actividad antioxidante.

RESULTADOS

A partir de la marcha fitoquimica se pudo confirmar la presencia de alcaloides en el extracto
etandlico total, debido a la aparicién de turbidez y formacion de un precipitado (Figura 1.A).
Ademas, el cambio de coloracion al someter el extracto a diferentes pHs indica presencia de
antocianinas (Figura 1.B) y la aparicion de una coloracion fluorescente, que en este caso es
de color verde, bajo una luz ultravioleta a 365nm, es prueba de que el extracto etandlico
contiene cumarinas (Figura 1.C). Por otra parte, la aspersion de cromatoplacas por tricloruro
férrico revela que también tiene flavonoides.
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Figura 1. Marcha fitoquimica de extracto etandlico total de Piper aduncum. A. Prueba
Dragendorff para alcaloides. B. Prueba de antocianinas por cambio de pH. C. Prueba
de cumarinas.

Por otra parte, se obtuvieron 19 fracciones del extracto etanélico total por cromatografia de
columna, de las cuales 18 fueron obtenidas con la fase moévil anteriormente mencionada y la
ultima corresponde a la fraccién metandlica obtenida en la reconstitucion de la columna.
Después de llevar a cabo los corridos con TLC y su revelacién con DPPH se evidencia una
actividad antioxidante en las fracciones de la 11 a la 19, debido a que al ser sometidas a
DPPH pasaron de un color café oscuro a un amarillo brillante (Figura 2). De manera
confirmatoria se aprecia el cambio de un color oscuro de las mismas fracciones a uno mucho
mas claro al visualizar las cromatoplacas a una longitud de onda de 254nm (Figura 3).
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Figura 2. Cromatoplacas antes(A) y después(B) de revelar con DPPH bajo luz natural.

Figura 3. Cromatoplacas antes(A) y después(B) de revelar con DPPH bajo lampara uv
a una longitud de onda de 254nm.

DISCUSION

La marcha fitoquimica revelé que el extracto etandlico presentaba distintos tipos de
compuestos, entre ellos flavonoides, que segln la literatura son responsables en gran medida
de la actividad antioxidante de la planta(Guerrini et al., 2009) (Arroyo et al., 2010).(Hurtado
& Pérez, 2014) Por otra parte, cabe resaltar la importancia de haber encontrado que las
fracciones que presentan actividad antioxidante son consecutivas, lo cual indica que hay
posibles compuestos relacionados respondiendo al objetivo de encontrar compuestos
mayoritarios que sean responsables de dicha actividad. Esta hip6tesis es reforzada por el
descubrimiento de compuestos con actividades analogas en otras especies de la familia de las
piperaceas (Nahak & Sahu, s. f.).(Mesa et al., s. f.). Es importante agregar que el presente
estudio permiti6 cumplir parcialmente los objetivos esperados de manera experimental,
donde fue posible identificar los metabolitos secundarios de la planta por medio de la marcha
fitoquimica y a su vez la obtencion de metabolitos secundarios mayoritarios de la planta,
quedando por resolver la parte de la elucidacion y caracterizacion de estos, para la cual se
plantea el realizar corridos HPLC basados en sistemas reportados para piperaceas ya que a la
fecha no se encontré uno para la especie particular para la que se esta desarrollando el estudio:
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Piper aduncum. Pese a lo anterior, es importante resaltar la posible validez de estos estudios
debido a que los perfiles fitoquimicos de las piperaceas son bastante similares(Guerrini et al.,
2009).(Negreiros & Miqueloni, 2015). Debido a la variedad de compuestos de caracteristicas
tanto polares como no polares, un sistema cromatografico ideal seria aquel donde se separen
y purifiquen metabolitos con actividad antioxidante, congruente con las caracteristicas de las
fracciones de la 11 a 19 que se planean purificar e incluso méas especificamente los sistemas
para aislar flavonoides, cuya presencia fue confirmada por la marcha fitoquimica llevada a
cabo en el presente estudio. En ese orden de ideas se plantean como validos los sistemas
reportados en (Reyes-Solis etal., 2018). (Meissner & Haberlein, 2005).(Abdullah &
Mohamad Hussain, 2015). Los tres sistemas tienen en comun el utilizar una columna C18.
Sin embargo, el método 1 segun (Meissner & Haberlein, 2005) se prefiere por encima de los
demas, por su amplio tiempo de corrido. Lo anterior debido a que, a pesar de conocer el tipo
de compuestos presentes en varias de las fracciones, puede que tengan distintos tiempos de
retencion, y puede que algunos puedan encontrarse bastante separados de los otros. Ademas,
al correr las fracciones seleccionadas con un gradiente y luego con una elucion linear, puede
aumentar la resolucién del método. Ademas, al tener los cromatogramas se pueden comparar
con los estandares de algunos metabolitos secundarios de caracter fendlico reportados en
estudios anteriores. Con el fin de mayor especificidad y facilidad para la identificacion,
caracterizacion y elucidacion de estos compuestos puede ser la utilizacion de un sistema
acoplado LC-MS que cuenta con mayor sensibilidad(Gu et al., 2018) (Escudero et al., 2008).

En conclusion, la presente investigacién es importante porque permitio caracterizar
fitoquimicamente una especie de las piperéaceas, que ha sido de las menos estudiadas en el
pais, pese a que estd presente en el mismo. Ademéas de que se encontraron fracciones
especificas responsables de la actividad antioxidante, lo cual es un avance porque en
evaluaciones anteriores las pruebas se habian llevado a cabo con extractos totales. También
hay que resaltar que la actividad antioxidante se encuentra en fracciones consecutivas por lo
que se presume comparando la marcha fitoquimica con lo reportado en la literatura, que son
compuestos mayoritarios de caracter fendlico o sus interacciones con otros compuestos
polares. Finalmente, se deja la posibilidad de que se desarrollen nuevas investigaciones que
no se encarguen de encontrar de manera exclusiva metabolitos secundarios, sino que los
extraigan de las fracciones con actividad antioxidante probada, lo que deja abierta una
posibilidad para aprovechamiento de estos en el mercado.
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