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DCM Diclorometano

CC Cromatografia en columna
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uv Ultravioleta
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Rf Factor de Retencion

RMN Resonancia Magnética Nuclear
CDCI3 Cloroformo deuterado

CMmI Concentracion minima inhibitoria
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Tr Trichophyton rubrum
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determind la actividad antifingica del
extracto MeOH y de la fraccion 21-23 aislada mediante Cromatografia en
Columna a partir del extracto DCM de la planta medicinal Piper carpunya Ruiz
& Pav. (Guabiduca Dulce). Dicha fraccion se la obtuvo al eluir la columna con
Hex/AcOEt en la proporcion 9:1 v/v. Se aislé también un 4cido graso a partir de
la fraccidon 62-65 eluida con Hex/AcOEt en la proporcion 75:25 vi/v.

Las pruebas antifungicas realizadas al extracto total y a la fraccién fueron
determinadas contra dos cepas de hongos dermatofitos Trichophyton
mentagrophytes (Tm) y Trichophyton rubrum (Tr) el extracto total mostré6 un
CMI de 500 pg/mL frente a T. Mentagrophytes y T. rubrum Yy la fraccion 21-23
mostré un CMI de 250 pg/mL frente a T. Mentagrophytes y 125 pg/mL frente a

T. rubrum.
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ABSTRACT

In the present research the antifungal activity the extract MeOH and the fraction 21-23
isolated through column chromatographic (CC) from DCM extract of the medicinal plant
Piper carpunya Ruiz & Pav. (Guabiduca Dulce). This fraction was obtained to elute the
column with Hex / AcOEt in the ratio 9:1 v/v. was also isolated a fatty acid from the
fraction 62-65 eluted with Hex / AcOEt in the ratio 75:25 v/v.

Antifungal tests performed to the total extract and the fraction were determined against two
strains of dermatophyte fungi Trichophyton mentagrophytes ATCC® 28185 and
Trichophyton rubrum ATCC® 28188 the total extract showed a MIC of 500 pg/mL against
T. Mentagrophytes and T. rubrum and the fraction 21-23 showed a MIC of 250 pg/mL
against T. Mentagrophytes and 125 pg/mL against T. rubrum.

KEYWORDS: Piper carpunya Ruiz & Pav, secondary metabolites, antifungal activity,
Trichophyton rubrun, Trichophyton Mentagrophytes.

INTRODUCTION application in traditional medicine as an
The family Piperaceae is comprised of 10 antiseptic anti-infective.’”) The chemistry
genus, the most representative Piper and of members of the family Piperaceae is of
Peperomia genus.” The genus Piper great interest owing to the variety of
contains over 700 species that distributed biological properties displayed.”! A

worldwide Many of these species have survey of structural diversity and
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bioactivity reveals that groups of this
species specialize in the production of
lignans, neolignans, terpenoids,
chalcones, and flavones, which have an
important biological activity.®"!

Studies of the genus Piper at the
Departamento de Quimica of the U.T.P.L.
(Universidad Técnica Particular de Loja)
have been isolated secondary metabolites
which have shown antifungal activity.

P. carpunya is a bush 2 to 6 m. high that
lives mainly in the Andes and the
Amazon at an altitude of 1000 to 2000 m
O It is usually used as intestinal
constipation, inflammation,
gastrointestinal protector.”! So far not
been found reports about its chemical
composition, the benefits of this genus are
traditionally known by members of the
areas near Loja and Zamora Chinchipe.l”

That is why due to such traditional
background and references of this family;
these researches focuses on the isolation,
characterization and antifungal activity of
the compounds of P. carpunya specie and
so determine their properties.

MATERIALS AND METHODS

The P. carpunya Ruiz & Pav were
collected in the flowering stage in the
sector Numbani  province Zamora
Chinchipe, the area of collection is

Xiv

located at coordinates 728467W, 9542777
N, at a height of 975m.s.n.s.

The especie was identificate by Bolivar
Merino. A voucher sample is conserved at
HU.T.P.L, with the identification
number PPN-pi-010.

The extract was obtained from dried plant
material (leaves) weighed 200g of the
same. The plant sample was subjected to
a process of dynamic maceration for 5 h
at room temperature using methanol as an
extraction solvent, vacuum filtered and
then concentrated using the rotating
evaporator moderate temperature of 30-
35°C obtaining crude extract of 8.56gr.
The crude extract was subjected to liquid-
liquid bipartition using a mixture: MeOH-
H,O 8:2 v/v, and an equal volume of
DCM. The organic extract (5.24 gr)
containing the polar metabolites of
interest was subjected to chromatography
separation, using as a technique, column
chromatographic (CC) regarding 50-1
Silica gel, Merck 0015-0040 mm-extract,
using a solvents ascending polarity (Hex,
AcOEt, MeOH).

The eluted fractions were monitored by
thin layer chromatography (TLC) using a
silica gel 60 F254. The solvents for the
mobile phase using were: Hex-AcOEt
(1:1) and AcCOEt-MeOH (1:1) which
allowed the separation and identification
of compounds using the developer
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(sulfuric acid 5% and vanillin) and UV
light 254 and 366 nm.

Each isolated fraction was characterized
using solubility tests, to determine the
structures of isolated metabolites were
taken into consider the following physical
constants and spectroscopic methods:
retention factor (Rf), melting point (mp),
UV, and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR).

Determination of antifungal activity
Minimum Inhibitory Concentration
(MIC).

MIC values were determined by the
microdilution  broth using a final
concentration of 5 x 10* espore/mL of
Trichophyton mentagrophytes ATCC®
28185 and Trichophypon rubrum ATCC®
28188. The MIC was defined as the
lowest concentration of substance that
prevented growth, which was determined
by the appearance of mycelial growth
after 96 hours of incubation.®® *!

Solutions of the organic extract were
prepared in DMSO at a concentration of
20mg/mL. Solutions of the fraction were
prepared in DMSO (1mg/200 plL) the
serial dilution was employed to get
concentrations of 1000 pg/mL to 7.81
pug/mL. Incubation was at 30°C for 96

XV

hours. Itraconazole was used a positive
control.

The assay was carried out in 96-well
microtiter plates in which is placed 180uL
of broth from the first well, was added
20uL of test fraction solution was serial
dilutions made procedure continued until
8 consecutive dilutions, and was adds 100
uL of solution of inocule are used to
complete to 200 pL the final volume of
the cultivation Finally the plates were
incubated at 28 ° C by monitoring the
growth to 96 hours.

RESULTS AND ANALYSIS

From the chromatography column were
obtained 312 fractions, of which was
crystallization in the fractions 21-23 and
62-65.

Isolated compounds

The Fraction 21-23 was obtained in the
fractions eluted with Hex- AcOEt in ratio
90-10 v/v, and its was weight 35mg.

Physical  characteristics:  needle-like
crystals whitish, soluble acetate, methanol
and dichloromethane, with a melting
point of 135-137 °C and a retention factor
(Rf) of 0.82
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Interpretation of the spectrum of the
fraction 21-23.

The spectroscopic data obtained suggest
that the isolated compound is not pure.
Antifungical Tests were performed as
according (A. Ferrer 2002). %!

Fig.1. chromatogram revealed of fraction 21-23
cum in AcOEt-MeOH 1:1

]

-

The fraction 62-65 was obtained in the
fractions eluted with Hex- AcOEt in ratio
75-25 and its was weight 15 mg.

Physical characteristics: Solid coffe,
soluble ethyl acetate, methanol and
dichloromethane, with a melting point of
45-47 °C and a retention factor (Rf) of
0.87.

Interpretation of the spectrum of the
fraction 62-65.

The spectroscopic data obtained suggest
that the isolated compound is compound
is possibly a fatty acid however not tested
antifungal.

XVi

Tablel. Characterization of the obtained
fraction.

Piper carpunya

fraction-21-23 fraction 62-65
W(g) 0.035 0.015
Mp 135-137 45-47
Rf 0.82 0.87
S AcOEt-MeOH-CI2CH2
UV.366nm Fluorescent
Dt negative

W: Weight, Mp: Melting point, Rf. Retention
factor, S. Solubility: Dt: Test of Dragendorf.

Antifungal tests (MIC)
Minimum inhibitory concentration

The obtained results of the antifungal
CMI are shown on the table 2. The CMI
for organic extract and the fraction 21-23
for the fungi T. Mentagrophytes (ATCC
28185) is of 500 pg/mL for organic
extract and 250 pg/mL for fraction 21-23.
The CMI for T. rubrum (ATCC 28188) is
of 500 ug/mL for organic extract and 125
ug/mL for fraction 21-23.

According to Holetz classification. ™! the
concentration that metabolite secundary
inhibits the growth to is good.

But it not been possible to find
investigations with the strains evaluated
in this study, and these are responsible for
various superficial mycoses worldwide. !
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Table2. Minimal inhibitory concentration
(MIC) for the evaluated fungi

Minimal Inhibitory concentration (pg/mL)

Fraction Tm Tr
organic extract 500 500
fraction 21-23 250 125

Itraconazole; positive controls 100% inhibition
(7,81pg/mL)

Tm: T. Mentagrophytes ATCC®28185.
Tr: T rubrum ATCC®2818.)

CONCLUSIONS

By column chromatography of the total
extract of the species was isolated two
fractions that were crystallized, the first in
the fraction 21-23 in ratio 90-10 (Hex-
AcOEt) and the second in the fraction 62-
65 in ratio 75-25 (Hex-AcOEt).

The fraction 21-23 showed activity with
the fungi T. Mentagrophytes (ATCC
28185) and T. rubrum (ATCC 28188),
this finding is important given that these
fungi are responsible for various
superficial mycoses: ! Therefore we
recommend continue the study of the
specie Piper carpunya Ruiz & Pav
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l. FIN, PROPOSITO, Y COMPONENETES DEL PROYECTO

1.1. FIN DEL PROYECTO

Aportar al estudio de la bioprospeccion de metabolitos secundarios a partir de
plantas medicinales de la flora del sur del Ecuador y contribuir con nuevas
moléculas que actien como principios activos para la fabricacion de farmacos

anti-fungicos a través del estudio fitoquimico de Piper carpunya Ruiz & Pav.
1.2. PROPOSITO DEL PROYECTO
Aislar, identificar y determinar la actividad antifangica de metabolitos

secundarios a partir de la planta medicinal Piper carpunya Ruiz & Pav. frente a
los hongos T. mentagrophytes ATCC® 2885y T. rubrum ATCC® 28188.

1.3. COMPONENTES DEL PROYECTO

1.- Recolectar y obtener el extracto total de Piper carpunya Ruiz & Pav.

2.- Realizar el fraccionamiento de los metabolitos secundarios de Piper

carpunya Ruiz & Pav, mediante técnicas cromatograficas (CC) y (TLC).

3.- Evaluar la actividad antifangica del extracto total y de los metabolitos
secundarios aislados de Piper carpunya Ruiz & Pav. Frente a: T.
mentagrophytes ATCC® 2885, T. rubrum ATCC® 28188.
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[I. Introduccion y Antecedentes

2.1 Introduccioén

El afan por conocer y dar a conocer las bondades de las plantas medicinales,
asi como las diferentes afecciones que curan ha sido un tema tratado desde
que la humanidad existe.® Actualmente, los productos naturales gozan de
amplia aceptacion y reemplazan, cada vez mas, a los productos sintéticos o

materiales generados artificialmente.?

Ecuador es considerado un pais mega diverso, cuenta con un clima tropical y
subtropical que lo hace adecuado para el crecimiento de especies vegetales
que son de interés para el estudio de su bioactividad con fines terapéuticos.?
Se ha demostrado ademéas que los medicamentos naturales son muy
complejos y acttan de manera combinada haciendo mas dificil para los

agentes infecciosos desarrollar resistencia frente a estos compuestos.*

Nuestro pais cuenta con una riqueza abundante en especies vegetales en
donde la aplicacion de la medicina natural resuelve los problemas de salud,
como es el caso de las comunidades indigenas, donde se aprovechan los
recursos naturales del pais que posee mayor biodiversidad por Km? alrededor

del mundo.® En detalle Loja y Zamora poseen el 36 % del total de las especies

del Ecuador.®

! Jorgensen, P.M. & S. Ledn-Yéanez (Eds.). 1999. Catalogue of the vascular plants of Ecuador. Monogr. Syst. Bot.
Missouri Bot. Gard. 75: i—viii, 1-1182.

2 Nayive Pino Benitez, Erika Melendez, Elena E. Stashenko. (2009). Composicién quimica y actividad antibacteriana
del aceite esencial de hojas de Piper lanceaefolium, planta usada tradicionalmente en Colombia, Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas, 8 (4), 301 — 304.

3 Naranjo, P., Escaleras, R., (1995). La Medicina Tradicional en el Ecuador. Corporacion Editora Nacional, Quito, p. 192
4 Evelyn Johanna Trejos Lopez. (2009) Evaluacion de Parametros Para Pruebas De Susceptibilidad Antifingica En
Hongos Filamentosos Mediante La Técnica de Difusion en Agar.

> Cero6n, C. E. (2002). La etnobotanica en el Ecuador. Cinchonia 3(2): 1-16.

6 Ordofiez, L., Ambrose, K., Borja, R., Cueva, K y Gonzales, L. (2006). Proyecto “La biodiversidad como sustento de
vida en los bosques de ceja andina: uso sustentable de la agrobiodiversidad de los bosques de ceja de montafia del
Carchi- Ecuador”, Anexos 1- 4 Informe final del Proyecto Ceja Andina.
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La creciente incidencia y diversidad de las infecciones fungicas, y el incremento
de resistencia a los tratamientos convencionales, ha despertado el interés de la
investigacion por mejorar el conocimiento que se tiene acerca de las micosis y

las posibilidades de nuevas terapias.’

La familia Piperaceae esta comprendida por 10 géneros, siendo las mas
representativas el género Piper y Peperomia.® El género Piper tiene mas de
700 especies distribuidas en todo el planeta.’ La mayoria de estas especies
son muy utilizadas en la medicina tradicional como antisépticos anti-
infeccioso.’® Estudios fitoquimicos y bioldgicos realizados en esta familia han
sido motivo de interés por sus numerosas aplicaciones farmacolégicas. Entre
las especies mas estudiadas estan Piper nigrum (pimienta negra), Piper
methysticum (Kava), Piper hispidum (matico), Piper tuberculatum (matico),

entre otras.'**?

Investigacion previa reporta que las hojas de Piper carpunya (Guabiduca dulce)
son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional de los paises tropicales y
subtropicales de América del sur como anti-inflamatorio, anti-ulcera, anti-

diarreico y anti-parasitario asi como dolencias o irritaciones en la piel.*®

Hoy en dia se desarrollan y aplican metodologias para fraccionar y aislar
metabolitos secundarios presentes en especies con antecedentes terapéuticos

entre los cuales tenemos las técnicas: cromatografia en columna y de capa

’ Dabur R., H. Singh, A.K. Chhillar, M. Ali & G.L. Sharma. (2004). Antifungal potential of Indian medicinal plants.
Fitoterapia 75(3-4): 389-391.

® De Oliveira, L. et al. (2004) Genetic Diversity of “Pimenta longa ” Genotipes. Mol. Biol.

? Flor d. Maria, John Pefia, Luis B. Rojas, Alfredo Usubillaga, Pablo Meléndez. (2008) Composicién quimica de los
aceites esenciales de Piper dilatatum L.C. Rich. Y Piper tuberculatum Jacq. De Mérida, Universidad de los Andes
Venezuela

10 Balladelli Pier Paolo. (1996). Entre lo Magico y lo Natural. Quito

1 Molina J., Garcia A. (2001). Alcamidas en plantas: distribucion e importancia. Avance y Perspectiva, 20: 377-387.
12 Delgado W., Cuca L. (2007). Chemical composition of esencial oil from fruits of piper hispidum Kunth. Revista
Productos Naturales, 1(1:5-8)

B Quilez A, Berenguer B, Gilardoni G, Souccar C, de Mendonga S, Oliveira LF, Martin-Calero MJ, Vidari G.(2010).

Anti-secretory, anti-inflammatory and anti-Helicobacter pylori activities of several fractions isolated from Piper carpunya
Ruiz & Pav. J Ethnopharmacol.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qu%C3%ADlez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berenguer%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gilardoni%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Souccar%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Mendon%C3%A7a%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mart%C3%ADn-Calero%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vidari%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20152892
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fina, que permiten separar componentes estrechamente relacionados en

mezclas complejas.**

2.2. Antecedentes

La existencia de las plantas medicinales no constituye una casualidad, sino que
fueron puestas en la creacion para el bien del hombre y que estos medios tan
sencillos y naturales fueron usados con fe por nuestros antepasados desde

hace miles de afios.?®

La naturaleza es una fuente inagotable de sustancias quimicas, muchas de los
cuales llegan a ser verdaderas herramientas farmacolégicas.*® Las propiedades
biol6gicas de estos compuestos son muy diversas: antitumoral, antibidtica,
citostatica, antifingica, antioxidante, insecticida o antiinflamatoria.*’ La variedad
de estructuras carbonadas, las diferentes actividades terapéuticas mostradas y
la elucidacién de rutas biosintéticas hacen que el aislamiento, identificacion, y

ensayo de nuevas sustancias naturales siga teniendo un enorme interés.*®

La regidon sur del Ecuador dentro de la cual se encuentran ubicadas las
Provincias de Loja y Zamora Chinchipe tiene una gran riqueza vegetal.*® De ahi
la importancia de esta investigacion como aporte al estudio de plantas
medicinales del sur del Ecuador impulsado por el Departamento de Quimica
de la Universidad Técnica Particular de Loja, donde se investiga los metabolitos

secundarios responsables de cierta actividad biolégica a partir de especies

1 Skoog, D., Holler, J, Nieman T. (2003) Principios de andlisis Instrumental Espafa pag.730

> Suley Pino-Rodriguez, Sylvia Prieto-Gonzalez, Marta Elena Pérez-Rodriguez y Jorge Molina-Torres. (2004). Género
Erythrina: Fuente de Metabolitos Secundarios con Actividad Biolégica. Acta Farm. Bonaerense 23 (2): 252-8

16 Esther N. Flores Quisbert (2007) Metabolitos secundarios bioactivos de especies del género Piper de la flora
boliviana. Tesis doctoral de la Universidad de la Laguna.

v Oliveira M., Velazquez, D., Bermidez. A. (2005). La investigacion etnobotanica sobre plantas medicinales: una
revision de sus objetivos y enfoques actuales. Revista de ciencia y tecnologia de América.30 (8): 453-459

¥ M. Pilar Lépez Gresa. (2006) Aislamiento, purificacion y caracterizacion estructural de nuevos principios bioactivos a
partir de extractos fungicos. Departamento de Quimica Universitat Politécnica de Valencia.

19 Vicente Tene, Omar Malag'on, Paola Vita Finzi, Giovanni Vidari, Chabaco Armijos, Tomas Zaragoza. (2007).An

ethnobotanical survey of medicinal plants used in Loja and Zamora-Chinchipe, Ecuador, Journal of Ethnopharmacology
p.p. 63-81
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vegetales nativas, y que ademas poseen antecedentes medicinales
tradicionales aplicables.

Las especies del género Piper han sido ampliamente investigadas y los
estudios fitoquimicos han conducido al aislamiento de una amplia variedad de
metabolitos secundarios, destacando los flavonoides, lignanos, neolignanos,
terpenoides, kavapironas, piperolidas, chalconas y dihidrochalconas, flavonas y

flavanonas, los cuales presentan una amplia gama de actividades biolégicas.?

Los beneficios que ofrece esta familia son tradicionalmente conocidas por los
integrantes de las zonas aledafias de las provincias de Loja y Zamora
Chinchipe utilizada comUnmente para combatir constipados intestinales,
inflamacién, antisépticos protector gastrointestinal.?* Cabe destacar que de las
especies del género Piper distribuidas por todo el mundo, solo el 12% de ellas
han sido sometidas a estudios fitoquimicos, lo que corresponde a 84

especies.?

En esta investigacion se realiz6 un estudio fitoquimico del extracto metanolico
obtenido de la especie; ademas se evalud la actividad biolégica frente a cepas
fungicas usando el método de CMI.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, asi como el interés biolégico de

los metabolitos aislados en la fitoquimica del género Piper.

Caracteristicas Botanicas
Familia Piperaceae.

Las principales caracteristicas de la familia Piperaceae son las de ser arbustos
y trepadoras lefiosas de hojas alternas, simples, a menudo con glandulas de

aceites aromaticos, en ocasiones algo carnosas. Flores pequefias, bisexuales o

2% Elores, Esther N.%, Jimenéz, Antonio > Ravelo, Angel G.2, Bourdy, Genevieve®, Giménez, Alberto'; (2000). Estudio
Fitoquimico de catorce especies del Género Piper con actividad antifingica y/o Leishmanicida in vitro.

2 Ceron, C. E. (2002). La etnobotéanica en el Ecuador. Cinchonia 3(2): 1-16.
2 Garcia, B. H. (1974). “Flora Medicinal de Colombia: Botanica Médica”. Tomo |, Imprenta Nacional, Bogota, D. E.
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unisexuales, dispuestas en espadices 0 espigas opuestas a las hojas por lo
general. Tienen 1 a 10 estambres y carecen de pétalos y sépalos. Fruto en
baya carnosa indehiscente, con una sola semilla.?®

La familia Piperaceae comprende diez géneros y unas 3.000 especies de
distribucion pantropical. Los géneros que incluye son: Piper (mayor 700
especies), Peperomia (mayor 500 especies), Trianaeopiper (44 especies),
Ottonia (187 especies), Arctottonia (17 especies), Macropiper (30 especies),
Manekia (9 especies), Pothomorphea (41 especies), Sarcorachis (15 especies),
Verhuellia (8 especies) y Zippelia (6 especies).?* Siendo las dos primeras las

mas estudiadas.

Genero Piper

Las Piper son arbustos, arboles pequefios o hierbas, erectos o escandentes,
aromaticos, con tallos nudosos, hojas alternas, con nervaduras pinnadas,
palmadas o paralelas y nervacion secundaria conspicua, profilos recubriendo
las yemas axilares, inflorescencia, espigas carnosas, flores bisexuales,

diminutas, axilares a bracteas peltadas, fruto una drupa.®

Este género comprende méas de 700 especies. Ampliamente distribuidas en las
regiones tropicales y sub-tropicales del mundo, la gran mayoria de las cuales
se encuentran en los trépicos de América (mas 700 especies), seguido por el
Sur de Asia (mas 300 especies).?® Los patrones de distribucién de las especies
de Piper varian desde especies endémicas hasta aquellas que presentan una

amplia distribuciéon geogréfica.”” Existen numerosas especies que se

2 Esther N. Flores Quisbert (2007) Metabolitos secundarios bioactivos de especies del género Piper de la flora
boliviana. Tesis doctoral de la Universidad de la Laguna

24 Kunth, K. Bemerkungenuber die Familie Piperaceen. 1839, Linnea-13, 562-726.
> De la Torre, L; Navarrete, H; Muriel, P; Macia, M; Balsle, H (2008). Enciclopedia de las Plantas Utiles del Ecuador.
Herbario QCA & Herbario AAU. Quito & Aarhus, p.p. 120-122

2 Esther N. Flores Quisbert (2007) Metabolitos secundarios bioactivos de especies del género Piper de la flora
boliviana. Tesis doctoral de la Universidad de la Laguna

77 Benigna Mamani Tincusi (2001). Metabolitos secundarios bioactivos de la flora medicinal iberoamericana: piper
elongatum, copaifera paupera, crossopetalum tonduzii y maytenus cuzcoina. Tesis doctoral de la Universidad de la
Laguna.
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encuentran restringidas a centros especificos de diversidad, como por ejemplo

los Andes o Centro América.?®

La quimica de especies de Piper ha sido ampliamente investigada y los
estudios fitoquimicos han conducido al aislamiento de numerosos compuestos
fisiologicamente activos. Los estudios fitoquimicos sobre especies de Piper han
revelado una amplia variedad de constituyentes, destacando los alcaloides,
lignanos, neolignanos y terpenos. Asi, de un total de 592 metabolitos aislados,
145 resultaron ser alcaloides, 47 lignanos, 71 neolignanos y 89 terpenos.
Recientemente se ha publicado una revision de los compuestos aislados de
especies del género Piper, donde se hace énfasis en la actividad biolégica

presentada por los diferentes metabolitos aislados.*

Caracteristicas botanicas de la especie Piper carpunya Ruiz & Pav

Figura.l. Piper carpunya Ruiz & Pav.
Fuente: Herbario “HUTPL”

?% Esther N. Flores Quisbert (2007) Metabolitos secundarios bioactivos de especies del género Piper de la flora
boliviana. Tesis doctoral de la Universidad de la Laguna

29 Virinder S.P., Subhash C.J., Kirpal S.B., Rajni J., Poonam T., Amitabh J., OM D.T., Ashok K.P., Jesper W., Carl E.O.
and Per M.B., (1997) Phytochemistry, 46, 597-673.
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Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: Piper carpunya

Piper carpunya Ruiz & Pav. Conocida comin mente como Guabiduca Dulce es
un arbusto de 2 a 6 metros de altura que habita principalmente en los Andes 'y
en la Amazonia a una altitud de 1000 a 2000 msnm. Los beneficios que ofrece
esta especie son tradicionalmente conocidas por los integrantes de las zonas
aledafias de las provincias de Zamora Chinchipe y Loja utilizada cominmente
para combatir constipados intestinales, inflamaciéon, y como protector

gastrointestinal.*
Enfermedades Infecciosas

La enfermedad infecciosa es un estado patolégico, que surge como
consecuencia de una agresion de patdégenos al organismo humano y la
respuesta inmune del mismo fundamentalmente relacionada con las
caracteristicas genéticas, propias del sujeto y del agente. Entre los
microorganismos causantes se encuentran: bacterias, hongos, virus, y a veces,

protozoos, etc.**

30 Jargensen, P.M. & S. Ledn-Yanez (eds.). (1999). Catalogue of the vascular plants of Ecuador. Monogr. Syst. Bot.
Missouri Bot. Gard. 75: i-viii, 1-1182

3 Vaque J, Dominguez A. (2001). Vigilancia epidemioldgica. Investigacion de brotes epidémicos. 10° ed.
Barcelona.177-188
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En los ultimos afos las enfermedades infecciosas ocasionan en conjunto en
todo el mundo 13,3 millones de muertes al afio, que representan el 25 % del

total y son la segunda causa de muerte.*

Las enfermedades infecciosas estan determinadas por agresiones de
microorganismaos, gue se multiplican en el sujeto y mecanismos
inmunologicos que tratan de controlarlos. El organismo que es agredido
reconoce y organiza su respuesta, actuando con todos sus mecanismos, para
eliminar las noxas. Los agentes patégenos pueden ser reunidos, por sus
caracteristicas comunes y/o especiales en grupos y los mismos interactian
con el sujeto de diversas maneras.*® La resistencia a multiples sustancias es un
problema de salud publica que se viene observando a nivel mundial después

de la aparicién de los antibiéticos.**
Dermatofitosis

La dermatofitosis es una micosis superficial de gran importancia y puede
afectar a piel, cabellos y ufias. Estos hongos son patdégenos primarios que
poseen queratinasas lo que les permite utilizar la queratina de esas estructuras
como fuente de nitrégeno. Existen tres géneros de dermatofitos: Microsporum,
Epidermophyton y Trichophyton, cada uno de ellos con varias especies. Las
dermatofitosis son las micosis mas comunes a nivel mundial, y son conocidas
también como “tifas”, y segun la topografia se clasifican en tifia de la cabeza,
tifia del cuerpo, tifia de la mano, tifia de los pies, tifia de la ingle, tifia del area

del pafial y tifia de las ufias.*®

32 Anderson RM, May RM. (2004). Infectious diseases of humans. Dynamics and control, Oxford: Oxford University
Press.

33 Antoni S, Raimondo O. (2005). Clinica de enfermedades Infecciosas, Facultad de Medicina de la UNT, Tucaman
Argentina.

3% Cabrera C, Gomez R, Zufiga A (2007), La resistencia de bacterias a antibiéticos, antisépticos y desinfectantes una
manifestacion de los mecanismos de supervivencia y adaptacion, Colombia Medica; Vol: 38; p.p. 149-158

> Winn, Allen. Janda, Koneman, Procop, Schreckenberger, Woods, (2008) Diagndstico Microbioldgico, Sexta edicion,
Editorial Médica Panamericana, pg.: 1140-141
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Las dermatofitosis por Trichophyton rubrum se consideran las micosis
superficiales mas frecuentes en el mundo occidental. T. rubrum es un
dermatofito antropofilo que ha sido frecuentemente encontrado en infecciones

de pie, ingle y ufias principalmente.®

Las dermatofitosis por Trichophyton mentagrophytes es otro de los agentes
causales de dermatofitosis més frecuente. Se caracteriza por presentar un
crecimiento relativamente rdpido. Presentan dos tipos de colonias: algodonosas
o granulares. Las variantes algodonosas son inicialmente blancas, pero pueden
tornarse de color crema o acre con la madurez. Las variantes granulares
producen colonias planas que se diseminan con una superficie granular gruesa.
Al comienzo las colonias son blancas o amarillo intensas, pero después se

tornan de color acre o castafio.>"*®

Fig.2. Dermatofitos: a) T. rubrum; b) T. mentagrophytes
Fuente: www.facmed.unam.m: Agosto (2009)

*® Hernandez Salazar A, Carbajal Pruneda P, Ferndndez Martinez R, Arenas R. (2007). Dermatofitosis por

Trichophyton rubrum. Experiencia de 10 afios (1996-2005) en un servicio de dermatologia de un hospital general de la
Ciudad de México. Rev Iberoam Micol; 122(24): 122-124

” Hernandez A, Carbajal P, Fernandez R, Arenas R, Dermatofitosis por Trichophyton rubrum. Experiencia de 10 afios
(1996-2005) en un servicio de dermatologia de un hospital general de la Ciudad de México, Rev. Iberoamericana de
Micologia 2007; 24: 122-12
38 www.facmed.unam.m: Agosto (2009)
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Recoleccion del Material vegetal

Las hojas en estado de floracién de P. carpunya se recolectaron el 07 de
agosto de 2007 en el barrio Numbani, perteneciente a la provincia de Zamora
Chinchipe, el sector de recoleccion se encuentra ubicado en las coordenadas
728467 E, 9542777 N, a una altura de 975 m.s.n.m. Se prepardé una muestra
de herbario para su identificacion; cuyo vaucher. PPN-pi-010; se encuentra
depositado en el herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja. La
caracterizacion botanica la realizo Bolivar Merino del herbario de la Universidad

Nacional de Loja.
3.2. Obtencioén del Extracto

El material vegetal recolectado fue secado a una temperatura de 37 °C, durante
dos dias, posteriormente fue triturado y sometido a tres extracciones
consecutivas con metanol en una relacion 1:10 planta-solvente mediante el
método de maceracion dinamica por 5 h a temperatura ambiente.

La extraccion se basa en la solubilidad de los diversos compuestos existentes
en la materia vegetal, el solvente de alta polaridad (MeOH) nos permitié
obtener un extracto que contenia la mayor parte de constituyentes quimicos del
material vegetal. ElI extracto fue filtrado y concentrado mediante
rotaevaporacion a 35 °C. A continuacion se muestra el esquema del

procedimiento para la obtencion del extracto.

14



Elaboracion: El Autor

3.3. Separacion liquido- liquido

El extracto total seco se sometio a una separacion liquido-liquido, utilizando
una mezcla: MeOH-H,0 8:2 v/v; e igual volumen de DCM. La fase organica se
utiliz6 para la separacion de metabolitos secundarios a través del uso de
técnicas cromatograficas como CC. A continuacion se muestra un esquema de

separacion liquido-liquido.

15
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Figura 4: Esquema de separacion liquido-liquido

Extracto MeOH

Dilucion

MeOH: H20
8:2

-

CH2C|2 — 125ml

Separacion

Fase DCM Fase H,0 -

Elaboracion: El Autor

3.4. Fraccionamiento en Cromatografia en Columna

Esta técnica consiste en la separacibn de componentes de una mezcla,
mediante una fase mévil, la misma que pasa a través de la fase estacionaria.*
El extracto total organico (fase DCM 5.24 gr) fue sometido a fraccionamiento en
cromatografia en columna (CC), (Silica Gel, Merck 0.015-0040 mm), en
relacion 1:50 la misma que fue eluida con solventes de polaridad ascendente
(Hex, AcOEt y MeOH)

3.5. Cromatografia de Capa Fina
Continuamente se realizd6 ensayos en cromatografia de capa fina (TLC) donde

se utilizé una placa de silice gel 60 F2s4 (fase directa). Los solventes utilizados

*Sherma. Thin-Layer Chromatography. In R.A. Meyers. 2002. Encyclopedia of analytical Chemistry). Wiley, Chichester.

16
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para la fase movil fueron Hex:AcOEt (1:1) v/v, y AcOEt:MeOH (1:1) v/v los
cuales permitieron la separacion e identificacion de los compuestos. La

visualizacion posterior se realizé con luz ultravioleta 254 y 365 nm.

3.6. Unién, Purificaciéon de Fracciones

La unidén de las fracciones se efectud en relaciéon a la altura de las manchas y
la similitud visual que estas reflejaron ante la luz ultravioleta de 254 y 365 nm y

al revelador utilizado acido sulfurico al 5% y Vainillina (Anexol).
3.7. Caracterizacién Quimica de Fracciones

La caracterizacion se efectud a partir de las fracciones obtenidas con la ayuda
de cromatografia de capa finay UV (254 y 365 nm) con el punto de fusion de

cada una de ellas, solubilidad y reveladores especificos.
3.7.1 Punto de Fusion

El punto de fusion se determind calentando lentamente (aproximadamente un
grado por minuto) una pequefia cantidad del material solido, el equipo que se
empleo fue Fisher-Johns- Melting Point Apparatus serial 40-22 de 50-60Hz
figura 5.

Figura 5: Equipo de fusion Fisher-Johns- Melting PointApparatus serial 40-22.

Elaboracién: El Autor
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3.7.2 Factor de Retencién

Se define como la distancia que recorre la muestra desde el punto de
aplicacién / distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente.*
Los Rf de las fracciones se calcularon de acuerdo a la férmula que se indica a

continuacion, considerando como referencia la figura 6.

Figura 6: Medida de los Rf en la placa de silica gel 60 F254.

Distancia
desde el
origen al
frente del
solvente

. . . Distanci
__Distancia dezde el origen hasta el compuesto sta‘ cia desde
el origen hasta

Digtancia deede el origen frente del solvents el compuesto

R

|
L

Elaboracion: El Autor

3.8. Caracterizacion Estructural de Fracciones
3.8.1 Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es un fenbmeno
gue se produce cuando los nucleos de ciertos atomos se encuentran inmersos
en un campo magnético estatico y se expande a un segundo campo magnético
oscilante.

Para obtener un espectro de RMN, se coloca una pequefia cantidad del
compuesto organico disuelto en un disolvente deuterado (CDCI3) en un tubo de
vidrio que se sitia dentro del campo magnético del equipo. El tubo con la
muestra se hace girar alrededor de su eje vertical, el ordenador recoge la

% Choma I. 2005.The use of Thin Layer Chromatography with Direct Bioautography for Antimicrobial Analysis.LCGC
Europe
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intensidad respecto al tiempo y convierte dichos datos en intensidad respecto a
frecuencia, generando finalmente las respectivas graficas.*

Los espectros de RMN fueron obtenidos en un equipo Varian N° de serie 21953
operando a 400 MHz para *H y 100 MHz para **C, usando CDCI3 y DMSO.

3.9. Determinacién de la Actividad Anti-fungica
3.9.1. Microorganismos de Prueba

Para la evaluaciéon de la susceptibilidad antifungica se emplearon dos hongos
esporulados: Trichophyton mentagrophytes ATCC® 28185 y Trichophyton
rubrum ATCC® 28188.

3.9.2. Preparacion del Extracto Orgénico y Fracciéon 21-23

Para la disolucion del extracto organico y la fraccion 21-23 para las pruebas de
Microdilucion en Caldo se utilizé 20 mg del Extracto Organico diluido en 1000
uL de Dimetil sulféxido (DMSO) y 1 mg de la Fraccién se disolvié en 200uL de
Dimetil sulfoxido (DMSO).

3.9.3 Preparacion de la Suspension de In6culos

Se preparé la suspension a partir de las cepas en reserva criogénica
mantenidas a -80 °C tomando de estas 49uL diluidos en 7mL de Caldo
Sabouroud para el T. mentagrophytes ATCC® 28185 y 68pL diluidos en 7mL de
Caldo Sabouroud para el T. rubrum ATCC® 28188. Posteriormente se uso 100
uL de esta suspension para completar 200 pL el volumen final de la placa de

cultivo, de esta manera se ajusta la poblacién fingica a 5x10* esporas/mL.

“ Garcia L. A, 2001. Determinacion de estructuras por métodos espectroscopicos. Memorias Curso UANL.
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Tabla 1. Medios de cultivo y condiciones de incubacién para los hongos utilizados

Hongos esporulados Medio de cultivo Condiciones de Incubacion
T. mentagrophytes Caldo Sabouraud 28 °C por 24-72
T. rubrum Caldo Sabouraud 28 °C por 24-72

Elaboracioén: El Autor

3.9.4 Microdilucion en Caldo Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Es un método que consiste en la determinacion de la concentracibn minima
inhibitoria (CMI), definida como la concentracion mas baja de sustancia que
puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo.*?

Las pruebas se realizaron en placas de 96 pocillos mediante dilucion doble
seriada de la siguiente manera: colocamos 180 pL de caldo Sabouraud al
primer pocillo y 100 uL a todos los demas pocillos restantes, luego se adiciona
20uL de la disolucion de prueba en el primer pocillo y mezclamos. Se realiza
diluciones seriadas tomando 100 pL del primer pocillo y diluyendo con 100uL
del pocillo siguiente y se continla este procedimiento hasta obtener 8
diluciones consecutivas. Se sigue el mismo procedimiento para el control de
esterilidad (200uL caldo), control negativo (180 puL caldo + 20 pL DMSO) y para
el control positivo (180 pL caldo + 20uL Itraconazol a 1000 ppm).

Luego de preparada la placa se inocularon todas las columnas con 100 pL de
la suspension del in6culo a excepcion de los controles de esterilidad,
completando a un volumen final de 200 pL en la placa de cultivo, de esta
manera se ajusta la poblacién final del inoculo a 5x10* esporas/mL, y una
concentracion final de la disolucién de prueba de 1000 a 0.5 pg/mL en las
diluciones seriadas consecutivas el control positivo se emplea una solucion de
1 mg/mL de Itraconazol. Se incuban las placas a 28 °C y se monitorea el

crecimiento hasta las 96 horas.

*2 Oxford: Update Software Ltd. Disponible en: http://www.update-software.com. (Traducida de The Cochrane Library,
2005 Issue 3. Chichester, UK: John Wiley & Sons, Ltd.).

20



N
Universidad Fécnica Particular de Loja

La lectura de la CMI se realiz6 de manera visual y se define como la menor
concentracion del extracto necesaria para inhibir la produccion y multiplicacion

de un crecimiento visible de una cepa microbiana dada en el sistema de

prueba.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Compuestos aislados de la especie Piper carpunya Ruiz & Pav.

Los componentes del extracto organico se separaron en zonas o0 bandas
localizadas a lo largo de toda la columna. El aislamiento de las especies
separadas por su fase movil permiti6 recoger las bandas individuales,
obteniendo en total 312 fracciones. Todas las fracciones eluidas fueron
analizadas por cromatografia de capa fina (TLC), usando placas de silica gel
60F254 (fase directa).

En la Tabla 2 se exponen los disolventes empleados y las proporciones a las
cuales las fracciones fueron eluidas asi como también la apariencia fisica que

presentaron.

Tabla 2: Resumen cromatografico del Extracto Organico de la Piper carpunya Ruiz & Pav.

Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones Apariencia
% combinadas

Hex 100 1-5 Aceitosa
95-5 6-17 Aceitosa
90-10 18-38 21-23 Sol. Cristalina
85-15 39-51 Solida
80-20 52-61 Solida
75-25 62-67 62-65 Sol. Blanquecino
70-30 68-76 Solida

Hex:AcOEt 65-35 77-100 Sélida
60-40 101-118 Solida
50-50 119-130 Solida
40-60 131-144 Solida
30-70 145-163 Solida
20-80 164-175 Solida
10-90 176-189 Solida

AcOEt 100 190-209 Solida
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95-5 210-246 selida
90-10 247-255 selida
80-20 256-260 selida
70-30 261-267 selida
60-40 268-275 selida
50-50 276-281 selida

ACOEEMeOH 44 60 282-286 selida
30-70 287-295 selida
20-80 296-300 selida
10-90 301-306 Sélida

MeOH 100 307-312 Solida

Elaboracion: El Autor

Como se observa en la Tabla 2 las fracciones 21-23 fueron unificadas al
evaporarse el disolvente presentaron la formacién de cristales asi como
también en las fracciones 62-65. Tuvo una apariencia solida blanquecina. Las
fracciones que llegan a cristalizar son compuestos que presentan un alto grado
de pureza.”® Por ello se decidié realizar en los mismos las pruebas respectivas

debido a que se facilita la identificacion molecular de dichos compuestos.
4.1.1. Fraccion 21-23

La Fraccion fue eluida con Hex:AcOEt en proporciéon 90-10 v/v. El precipitado
tuvo la apariencia de solido cristalino, luego de ser lavado sucesivamente con
hexano, se obtuvieron 35 mg, su punto de fusiéon fue de 135-138 °C. La
fraccion fue soluble en AcOEt, MeOH y DCM e insoluble en Hex. Su
cromatografia de capa fina figura 7, corrida con Hex:AcOEt en proporcion 1:1
v/v, dio una mancha morada al ser revelada con acido sulfarico y vainillina
dando un Rf de 0,82.

43Cronquist A. 1999 On the taxonomic significance of secondary metabolites in angiosperms". Plant Syst Evol., supll 1:
179-189.
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Figura.7. TLC (Hex:AcOEt) de la Fraccion 21-23 luego de ser revelada con acido sulfarico y
vainillina y se muestra su Rf 0,82.

— 0,82

Elaboracion: El Autor

Luego de analizar los espectros de RMN (Anexo 2) no se pudo llegar a su
caracterizacion ya que los datos obtenidos para este compuesto no lo
permitieron; pues los espectros de resonancia magnética nuclear indican que el
compuesto no esta totalmente puro y muy probablemente se trate de una
mezcla de compuestos. En la figura 8 se muestra una TLC de la fraccién
corrida con AcOEt:MeOH en proporcion 1:1 v/v en donde se puede apreciar la
presencia de dos manchas. Por lo cual fue sometido a una mini columna para
poder lograr la separacion de estos dos compuestos y asi poder determinar su

caracterizacion.

Figura.8. TLC (AcOEt-MeOH 1:1) de la fraccion 21-23 luego de ser revelada con &cido
sulfarico y vainillina

Elaboraciéon: El Autor
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El montaje de la mini columna se realiz6 con una muestra total de 13 mg en
una relacion 1-100 muestra-silica. En la tabla 3 se exponen los disolventes
empleados y las proporciones a las cuales las fracciones fueron eluidas asi

como también la apariencia que presentaron.

Tabla 3: Resumen Cromatogréfico de la Fraccion 21-23

Eluyente Prop(?rcién Fracciones Frac. combinadas Apariencia
AcOEt 1/(30 01-05 1-4 Escarcha Blanquecina
75-25 05-11 Poco Visible
70-30 12-14 Poco Visible
65-35 15-19 Poco Visible
AcOEt:MeOH 60-40 20-26 Poco Visible
55-45 27-31 Poco Visible
50-50 32-36 Poco Visible
45-55 37-41 Poco Visible
40-60 42-46 Poco Visible

Elaboracién: El Autor

Los resultados obtenidos de dicha mini columna no fueron nada
alentadores no se logro separar las dos manchas presentes y no fue posible
realizar la caracterizacion estructural del compuesto como se muestra en la
figura 9 se observa una TLC realizada a la fraccién 21-23 antes y después de

la mini columna.
Figura.9. TLC (AcOEt:MeOH 1:1) de la fraccién 21-23 luego de ser eluido en la columna.

Elaboracion: El Autor
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4.1.2. Fraccion 62-65

Las fracciones fueron eluidas con Hex:AcOEt en proporcion 75:25 vlv, el cual
se lavé y purificé con hexano hasta obtener un polvo blanquecino. Al igual que
el primer compuesto este también fue soluble en AcOEt, MeOH y DCM e
insoluble en Hex.

El punto de fusién del compuesto fue de 45-47 °C, obteniéndose la cantidad de
15 mg, la cromatografia de capa fina figura 10, corrida con Hex:AcOEt en
proporcién 1:1 v/v dio como resultado una mancha color morada clara al ser

revelada con acido sulfurico y vainillina dando un Rf de 0,87.

Figura.10. TLC (Hex:AcOEt) de la Fraccion 62-65 luego de ser revelada con acido sulfdrico y
vainillina y se muestra su Rf de 0,87.

— 0,87

Elaboracién: El Autor

Luego de analizar los espectros de RMN (Anexo 3) se determind que se trataba
de un acido graso. La caracterizacion estructural y pruebas de actividad
antifangica no fueron realizadas. En Investigaciones previas reportan que los
acidos grasos forman parte del metabolismo primario de las plantas.**

En la siguiente tabla se resume las caracteristicas y valores obtenidos de los
compuestos aislados.

“ Suley P., Sylvia P., Marta E., Jorge M., (2004) Género Erythrina: Fuente de Metabolitos Secundarios con Actividad
Biolégica Acta Farm. Bonaerense 23 (2): 252-8
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Tabla 4: Resultados de la caracterizacién de los compuestos obtenidos

Piper carpunya Ruiz & Pav

Fraccion 21-23 Fraccion 62-65

Peso(qg) 0.035 0.015
Sol.

Apariencia Fisica Cristal Blanquecino blanquecino
Punto de Fusion °C 135-137 45-47
Rf 0,82 0,87
Solubilidad AcOEt-MeOH-CI2CH2
Lampara UV 254nm/366nm Fluorescente
Revelador Acido Sulfarico al 5% y vainillina
Prueba de Dragendorf negativa
Color del Revelado Mancha Morada

Elaboracion: El Autor

4.2. Determinacion de Actividad Anti-fungica
4.2.1. Concentracion minima Inhibitoria (CMI)

Hoy en dia se ha venido observando un creciente desarrollo de mecanismos
de resistencia a los antimicoéticos sintéticos por algunas especies fungicas, este
hecho se explica en parte porque la mayoria de farmacos son fungistaticos y
por la administracion prolongada de los tratamientos en el tiempo, lo cual
permite la aparicién de clones resistentes. Por lo tanto ante éste aumento de
infecciones por hongos, se lleva a cabo una constante busqueda de
alternativas terapéuticas; eficaces entre las plantas medicinales como fuente de

nuevos y variados agentes antimicéticos.*

En la tabla 5 se indica los valores de CMI para los hongos evaluados, como se
puede apreciar el extracto organico inhibe el crecimiento de los hongos T.
mentagrophytes ATCC® 28185 y T. rubrum ATCC® 28188 a una concentracion
500 pg/mL y la Fraccion 21-23 inhiben el crecimiento del hongo T.

5 Holetz F, Pessini G, Sanches N, Cortez D, Nakamura C, Filho B (2002). Screening of some plants used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases. MemInst Oswaldo Cruz.Vol: 97, p.p.1027-31.
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Mentagrophytes ATCC® 28185 a una concentracién de 250 ug/mL y CMI para
T. rubrum ATCC® 28188 es de 125ug/mL. Segin la clasificacion de Holetz*° la
concentracion a la que el compuesto inhibe el crecimiento de los dos
microorganismos evaluados es moderada (CMI entre 100 y 500 pg/mL). Hasta
hoy no se han realizado estudios sobre la bioactividad de la especie en estudio
con los microorganismos utilizados y estos son causantes de diversas micosis

superficiales a nivel mundial.

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Concentracién minima Inhibitoria (ug/mL)

Fraccién Tm Tr

Extracto Organico 500 500

Fraccién 21-23 250 125
Control positivo Itraconazol 100% de inhibicion (7,8ug/mL)
Control negativo mayor 1000 pg/mL

Trichophyton mentagrophytes (Tm) y Trichophyton rubrum (Tr).
Elaboracion: El Autor

La eleccion del extracto metandlico se basé en estudios ya realizados donde
refieren que el metanol es capaz de extraer gran cantidad de: saponinas,
triterpenoides, flavonoides, taninos, alcaloides y quinonas ademas de estar
relacionado con aplicacién tradicional en que la maceracion se efectia con
agua o etanol, solventes de caracteristica polar.*’ La presencia de estos
metabolitos secundarios esta relacionada con la actividad biolégica que posee
la familia Piperaceae, pues los terpenoides constituyen el mas amplio conjunto
conocido como metabolitos secundario de los vegetales, la investigacion en

estos compuestos ha tenido una gran expansion debido a sus diversas

a6 Holetz F, Pessini G, Sanches N, Cortez D, Nakamura C, Filho B (2002). Screening of some plants used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases.Meminst Oswaldo Cruz.Vol: 97, p.p.1027-31.

e Parekh, J., Jadea, D., Chanda, S., (2005) Efficacy of aqueous and Methanol Extracts of Some Medicinal Plants for
Potential Antibacterial Activity.
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actividades bioldgicas, incluida la antitumoral in vitro, citotoxica, pesticida,

antiparasitaria y de efecto inmunosupresor.*®

8 Arroyo J., Prashad M., Vasquez Y., Li E., Tomas G., (2005) Actividad citotoxica In vitro de la mezcla de Annona y
Krameria lappacea en células cancerosas Rev. Pert med Exp Salud Publica; 22(4): 247-57
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Mediante la cromatografia en columna del extracto organico de la especie se
recolectaron 312 fracciones en donde las fracciones que 21-23 proporcion
(Hex-AcOEt) 90:10 v/v cristalizaron al igual que la fraccién 62-65 proporcion
(Hex-AcOEt) 75:25 viv.

En la prueba de CMI los hongos dermatofitos demostraron ser sensibles al
extracto organico de 500 pg/mL frente a T. mentagrophytes y T. rubrum vy
la fraccion 21-23 de 250 pg/mL frente a T. mentagrophytes y 125 pg/mL

frente a T. rubrum.

Estos resultados hacen referencia al uso de la especie en la medicina
tradicional, Investigacion previa reporta que las hojas de Piper carpunya
(Guabiduca dulce) son ampliamente utilizadas como anti-inflamatorio, anti-
ulcera, anti-diarreico y anti-parasitario asi como dolencias o irritaciones en
la piel gracias a la presencia de flavonoides, Terpenoides, dihidrochalconas
que constituyen un amplio grupo de heterésidos muy frecuentes en los

vegetales.*

9 Quilez A, Berenguer B, Gilardoni G, Souccar C, de Mendonga S, Oliveira LF, Martin-Calero MJ, Vidari G.(2010). Anti-
secretory, anti-inflammatory and anti-Helicobacter pylori activities of several fractions isolated from Piper carpunya Ruiz
& Pav. J Ethnopharmacol.
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Continuar con el estudio de Piper carpunya Ruiz & Pav. Realizando el
aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de otras partes de la
especie ya sea tallos raices u otros Con el fin de detectar cual son los

componentes que le dan las propiedades curativas a la planta.

Se debe hacer estudios posteriores sobre los posibles factores externos que
hacen que haya una variacién en la composicién quimica de metabolitos

secundarios de una especie.

Realizar estudios fitoquimicos de mayor profundidad mediante técnicas
modernas que permitan obtener compuestos mas puros su identificacion y
evaluacion de su actividad para profundizar nuestro conocimiento en la

medicina natural.

Se debe realizar la purificacion de las fracciones obtenidas mediante

cromatografia en columna con objeto de identificar los compuestos aislados.

Finalmente continuar realizando estudios en especies vegetales con
antecedentes etnobotanicas con el fin de respaldar la aplicacion medicinal

de las mismas.
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Anexo 1

Acido Sulfarico y Vainillina: Se emplea como revelador en los cromatogramas de

aceites esenciales y la mayor parte de compuestos organicos.

Reactivos Composicion

250ml de etanol

acido sulfurico

12.5 gr de acido sulfarico

Procedimiento:

* Se aforan los 12,5 de acido sulfarico con los 250ml de etanol.

Reactivos Composicion

250ml de etanol

vainillina

12.5 gr vainillina

Procedimiento:

* Se aforan los 12,5g de vainillina con los 250ml de etanol



Unisersidad Séenica Particular de Loja

Anexo 2

STANDARD 1H OBSERVE - profile
Sample Name: & ?
LR127_P_carpumya F_5_ok Insttuto de
Data Collected on: — Quimica
o 0 o H O e Mo mno Aplcate
wormhole-vnmrs400 0 o - o - VMmN O O O
A ; - o 3 ol ainin s e
Archive directory: “ ) 0 o0 o Lo T T T T T T
/home/vnmrl/vnmrsys/data ] S R
Sample directory: o )
LR127_P_carpumya F_5_ok_20120125_01 E o 3
FidFile: PROTON_03 L) o o
n -
Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jan 25 2012 >
T
ppm  5.19 ppm 5.03 ppm 3.53 ppm
= 7 q :L
T ¥ T T _ T T M T T T T _ T T T T * T T T T _ T T T T 7 T T T A T T T T _
7 6 5 4 3 2 1 ppm
S e e o L
0.94 0.34 2.15 3.7812®975
0.39 1.00 0.85HB93
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STANDARD 1H OBSERVE - profile
.

Sample Name:

LR127_P_carpumya F_5_ok Istituto de
Data Collected on: —°= ﬁ.ﬁ
wormhole-vnmrs400 Q] 2 2 ~
Archive directory: o o H o T n
/home/vnmrl/vnmrsys/data 2 & o f=d m 5.2 4 M.
Sample directory: b © s g e s 3
LR127_P_carpumya_F_5_ok_20120125_01 o S o ™ @ i
FidFile: CARBON_01 o o S
) 5
Pulse Sequence: CARBON (s2pul) 3
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jan 25 2012
; I F J
i o o At UG ) BT ekl i e R e K i
140 136 132 128 PpPm 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 ppm
T _ T T T T _ T T T T _ T T T T _ T T T T _ T T T T ﬁ T T T T _ T T T T _ T T T T _ T T T T _ PEET T T _ T T T T m T T T T _ T T T T _
140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 Ppm



STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name: 3
LR126_P_carpumya F_6 | istivtode

Data Collected on: —M:Eﬂﬂ
wormhole-vnmrs400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
LR126_P_carpumya F_6_20120126_01

FidFile: PROTON_03

2.348

1.650
—1.632
1.614
0.880

2.366
2.328

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jan 26 2012

FErrrrrrrTrrT | DAL A s st s R A | ?:ﬂ_ﬂa_ﬁjaa=‘€:€=€=ﬂ_
2.380 ppm 1.65 ppm Ppm 0.900 ppm
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STANDARD 1H OBSERVE - profile
Sample Name: ” ?
LR126_P_carpumya F_6 Istiuto de
Data Collected on: —°= ﬁ
wormhole—vnmrs400 m m
Archive directory: = - .
/home/vnmrl/vnmrsys/data “ “ 2
Sample directory: o
LR126_P_carpumya F_6_20120126_01 5
FidFile: CARBON 01
Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdecl3
Data collected on: Jan 26 2012
(e e L b P U B PR
34.2 33.6 33.0 32.4 ppm 179.7 ppm
3
W
o L
rw _q]_a_g____a_A_A____ﬁ___________g______~_____-v~_,_______________A____a_____a_ﬁﬂ__
5
W 160 140 120 100 80 60 40 ppm






