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RESUMEN

INTRODUCCION: el estudio de plantas medicinales se ha venido realizando desde
hace décadas, por causa de su uso potencial como fuente de sustancias con
propiedades bioldgicas. Piper peltatum L. ha presentado un sinnimero de
aplicaciones médicas, por lo que surge la necesidad de indagar su eventual
capacidad antioxidante.

OBJETIVO: evaluar la actividad antioxidante de extractos no alcohélicos obtenidos
de las hojas de P. peltatum.

METODOS: hojas secas y pulverizadas fueron sometidas a cromatografia en
columna y 3 fracciones fueron obtenidas. El potencial antioxidante se determind
sobre la base de la capacidad reductora medida por el ensayo de FRAP (ferric
reducing ability of plasma) y de la capacidad de atrapamiento del radical estable 2-
2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH, 2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

RESULTADOS: aunque todas las muestras evaluadas mostraron buena capacidad
antioxidante frente a los métodos aplicados, la identificada como fraccion 1 fue la
mas promisoria, inclusive mas eficiente que el acido ascorbico (inhibicion radical
DPPH: 75 y 68 %, respectivamente).

CONCLUSIONES: los datos presentados en este estudio demostraron que todas
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las muestras evaluadas poseen propiedades antioxidantes, lo cual soporta el uso
tradicional de P. peltatum para el tratamiento de diferentes afecciones de la piel y
otras enfermedades.

Palabras clave: Piper peltatum, antioxidantes naturales, ensayo DPPH, ensayo
FRAP, compuestos fendlicos, extracto no polar.

ABSTRACT

INTRODUCTION: medicinal plants have been studied for decades because of their
potential use as sources of substances with biological properties. Piper peltatum L.
has many medical applications, hence the need of ascertaining its eventual
antioxidant capacity.

OBJECTIVE: to evaluate the antioxidant action of non-alcoholic extracts from
P.peltatum leaves.

METHODS: dry powered leaves were subjected to column chromatography, thus
obtaining three fractions. The antioxidant potential was determined based on the
reducing capacity as measured by FRAP assay (ferric reducing ability of plasma)
and the trapping capacity of stable radical 2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH
assay).

RESULTS: although all the evaluated samples showed good antioxidant capacity in
comparison to the applied methods, fraction #1 was the most promising, being
more efficient than ascorbic acid (radical DDPH inhibition; 75 and 68 %
respectively).

CONCLUSIONS: the data provided in this study proved that all the evaluated
samples had antioxidant properties, all of which endorses the traditional use of P.
peltatum for treatment of several skin diseases and other kind of ailments.

Key words: Piper peltatum, natural antioxidants, DPPH assay, FRAP assay,
phenolic compounds, non-polar extract.

INTRODUCCION

En la franja tropical de América del Sur existe una gran variedad de plantas
pertenecientes a la familia Piperaceae, tanto en nimero de especies como en sus
diversas funcionalidades biol6gicas. En Colombia, esta familia esta representada
por los géneros Piper, Peperomia, Trianopiper y Pothomorphe y por mas de 400
especies, algunas de ellas muy conocidas por su actividad biolégica como agentes
insecticidas, hemostaticos, antimalaricos y fungicidas, asi como también para el
tratamiento de Ulceras externas.?> La especie Piper peltatum L. o Pothomorphe
peltata (L.) Miq. distribuida ampliamente en Colombia se conoce popularmente
como "cordoncillo" o "santa maria"; crece en sitios parcialmente cubiertos en forma
de maleza y tiene diversas aplicaciones como diurético, antipirético y como agente
antiinflamatorio de uso interno y externo en algunas regiones de la Amazonia
peruana y boliviana.®® Adicionalmente, en la regién noroccidental de Colombia ha
sido usada como antidoto contra picaduras de serpientes.® De esta especie se han
aislado y caracterizado un gran nimero de compuestos quimicos, como amidas,
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lignanos, neolignanos, hidroquinonas, alcaloides, terpenos, compuestos oxigenados,
y derivados del acido benzoico.'**? La funciéon de los compuestos fendlicos aislados
de plantas esta asociada a su similitud estructural con sustancias antioxidantes de
origen sintético.’®*'° Las propiedades biolégicas y quimicas de las plantas
medicinales dependen de muchos factores, entre las cuales figuran las propiedades
edaficas de la region de cultivo, las condiciones del clima, fase vegetativa, entre
otros, razén por la cual es importante el estudio de la flora en diferentes sitios,
paises y zonas geograficas. Luego, el objeto de estudio de la presente investigacion
es evaluar el efecto antioxidante de un extracto no-polar de las hojas de P.
peltatum, especie que se encuentra en forma silvestre en la regidon noroccidental de
Colombia. El resultado ayudara a entender su potencial medicinal y el significado
que tiene para las comunidades locales.

METODOS

Material vegetal: las hojas de P. peltatum fueron recolectadas en el area rural del
departamento de Cérdoba (Colombia). Un espécimen fue depositado en el Herbario
de la Universidad de Antioquia (voucher, Callejas, No. 7919).

Obtencién de los extractos: 450 g de hojas secas y pulverizadas fueron sometidos a
percolaciéon con éter de petréleo a temperatura ambiente (c.a. 25 °C).
Posteriormente, al material desengrasado se le realizé una extraccion con hexano
hasta obtener 50 g (rendimiento 11,1 % p/p) de extracto crudo. Luego, 20 g del
extracto crudo se sometié a cromatografia flash en columna usando silice gel como
relleno (Merck, Darmstadt, Alemania) y empleando como fase moévil mezclas de
hexano-acetato de etilo con incrementos de polaridad. Con el fin de monitorear las
fracciones activas del extracto crudo, se llevo a cabo un seguimiento por
cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography), rociando las placas
de TLC (que contenian entre 0,1 a 50 pug de muestra) con una solucién DPPH (0,2
% v/v) en metanol. Las fracciones activas presentaron manchas amarillas después
de 30 min de contacto con la solucién de DPPH, lo cual se confirmaba con una placa
blanca (solo contenia DPPH, color pudrpura). Finalmente, 3 fracciones fueron
aisladas y su efecto antioxidante fue determinado.

Analisis fitoquimico: se llevé a cabo la determinacién de quinonas libres, alcaloides,
terpenoides, cumarinas y flavonoides de las fracciones aisladas de acuerdo con el
método descrito por Douhou y otros.’

Estudio de la capacidad antioxidante

Contenido de fenoles totales (CFT): los fenoles totales se determinaron mediante el
método de Folin-Ciocalteau descrito por Nurmi y otros*® con algunas
modificaciones. Una alicuota de 0,5 mL de la solucién problema (con una dilucién
apropiada para obtener un valor de absorbancia en el intervalo de concentraciones
de la curva de calibraciéon previamente preparada) se mezclé con 1,0 mL del
reactivo FolinCiocalteau y se dejo reaccionar durante 5 min a 30 °C en cuarto
oscuro. Luego, 2,0 mL de una soluciéon saturada de Na,CO; se adiciond y la mezcla
se dejoé en reaccion por 1 h; la absorbancia se midié a 765 nm. Los resultados
fueron expresados como miliequivalentes de acido galico (MEgAG) por gramo de
muestra.

Ensayo de DPPH: el estudio del efecto secuestrador de radicales de cada fraccion en
diferentes concentraciones se estimé de acuerdo con la metodologia descrita por
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Puertas-Mejia y otros™® y la concentracion efectiva (ECso) a la cual 50 % de DPPH
fue removido, se expresé como kg extracto/mmol DPPH, basada en la ecuacion
siguiente:

ECso = concentracion de la muestra en el estado estacionario/concentracion de
DPPH;-¢

En resumen, una alicuota (0,1 mL) de cada muestra (con la dilucién necesaria) se
adicion6 a 2,0 mL de una solucién etandlica de DPPH (0,1 mM). Inmediatamente
después, se midié la absorbancia a 514 nmy luegoal, 2, 3, 4,5, 10, 15 min vy,
después, cada 15 min, hasta la obtencién del estado estacionario en la reaccién o
una disminucién en la absorbancia menor que 10 %. La concentracion inicial exacta
del DPPH en el medio de reaccion se determiné mediante una curva de calibracion
de soluciones de DPPH (2,5 a 100 pM) medidas a 514 nm. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado.

Ensayo de FRAP: se us6 el método descrito por Benzie y Strain® con algunas
modificaciones. Una alicuota (0,05 mL) de cada muestra se adicion6 a 0,9 mL de
una solucién que contenia el reactivo de FRAP (buffer de acetato de sodio 0,3 uM,
pH 3,6; 10 uM de tripiridiltriazina [TPTZ] en una solucién 40 mM de HCIl y 20 pM
FeCls; 6H,0) y la mezcla de reaccion se incubdé por 30 min a 37 °C. La absorbancia
se determind a 593 nm. La capacidad de las muestras de reducir el ion férrico se
calculé a partir de la curva de calibracién y la capacidad antioxidante se expresé
como miligramos de acido ascérbico por 100 g de muestra seca. Todos los ensayos
se realizaron por triplicado. Con el fin de evaluar la sensibilidad de los 2 métodos,
se usaron sustancias de referencia (acido ascérbico, trolox y BHA (tert-butil
hidroxianisol) en diferentes concentraciones (entre 1 y 15 g/L), en dependencia de
la actividad de estas sustancias. Todos los experimentos de actividad antioxidante
se realizaron en un espectrofotébmetro ThermoSpectronic Genesis 2. Los analisis se
hicieron en cubetas desechables (1 cm x 1 cm x 4,5 cm).

Analisis estadistico: los diferentes valores mostrados en las tablas y figuras
corresponden al promedio + las desviaciones estandares de 3 mediciones en
paralelo. Los datos de la ECso fueron calculados a partir de curvas de calibracién.
Adicionalmente, se determiné la correlacién que existia entre la capacidad
antioxidante y el contenido de fenoles, usando el método de analisis por regresion
lineal.

RESULTADOS

La composicion fitoquimica del extracto crudo y de las 3 fracciones aisladas (tabla
1), demostré que estos extractos son ricos en compuestos fendlicos, con una menor
presencia de compuestos terpenoides.
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Tabla 1. Analisis fitoquimico del extracto no polar de hojas de P peltatum
Familia de compuestos Presencia
ExC | Fraccidon-1 | Fraccidn-2 | Fraccion-3

Fenalicos D] + + + +
Quinonas O - - -
alcaloides - - - -
Terpenoides + O - -
Flavonoides O O - -
Cumarinas - - - -

++: presente en elevada cantidad, +: presente, D: nivel minimo de deteccidn,
- no estd presente, ExC: extracto crudo,

El CFT determinado (R?> = 0,994; y = 0,004x + 0,136) fue significativamente
diferente entre el extracto y las fracciones (tabla 2). El CFT en todas las fracciones
fue mas alto comparado con el extracto crudo.

Tabla 2. Caracterizaciaon de la capacidad antioxidante de haojas de 2. peltatum

Muestra CFT {mEqQaGY! | Concentracion de la muestra (g L1}
1,0 5.0 10,0
Reduccion? %
Extracto crudo 82,6+0,9 4,1£0,7 Q,7x2,2 14,2+1,8
Fraccidn-1 138,8+£3,6 42,9+2,1 44,7x4,2 7E5,3x1,7
Fraccion-2 24 6+4,7 17,5+1,9 21,8+5,3 26,5+0,3
Fraccion-3 26,412 ,1 22,9+1,6 40,8+5,7 62,811,4
Acido ascarhico - 37,6£3,5 | 50,4+2,6 | 68,7x1,5
Trolox - 29,7+x2.,4 45, 6+4,2 32,1x2,1
BHA - 29,1+1,9 £9,3+5,3 72,4x3,2

L Contenido de fenoles totales expresado en miliequivalentes de acido galicof100 g.
% Promedio de tres mediciones independientes + desviacidn estandar (DE).

En la figura 1 se muestra el estado estacionario de la reacciéon entre el DPPH y las
diferentes fracciones, el cual fue en todos los casos menor que 5 min. En este
estudio preliminar tanto el extracto crudo como las fracciones presentaron buena
actividad antirradical.
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Fig. 1. Ejemple de diferentes estados estacdonanos determinadoes para las fracdones aisladas de &, Seltatun,

En la tabla 2 se observa que el potencial antioxidante de las fracciones fue
considerablemente mas alto que el extracto crudo. Por otro lado, la ECs, estuvo en
el intervalo de 4,7 a 87,1 mg extracto/umol DPPH (tabla 3). Lo anterior sugiere que
la fraccion 1 puede contener los compuestos con mayor capacidad antioxidante.

Tabla 3. Capacidad antioxidante del extracto crudo & peftatum y sus 3 fracciones
determinadas por los ensayos de DPPH v FRAP

Muestra ECsg {mg extracto/pmal DPPHY | FRAP {mg acido ascorbico/100 g MS)*
Extracto crudo =200 no encontrado

Fraccion 1 4,7+0,2 197,3+0,1

Fraccion 2 87,1+0,1 33,3+£0,1

Fraccion 3 £9,440,1 16,4+0,4

* Loz valores indicados representan el promedio de tres mediciones independientes + desviacidn
estandar (DE), MS: materia seca,

En la figura 2 se presenta la actividad de las muestras de las hojas de P. peltatum
sobre el reactivo de FRAP. Se observa que la absorbancia para las fracciones 1, 2 y
3 aumenté por causa de la formacion del complejo Fe?"-TPTZ con el incremento de
la concentracion de los extractos. De la misma manera como sucedio con el ensayo
de DPPH, la fraccién 1 presenté la actividad reductora mas promisoria.
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Fig. 2. Tendencia de |a adtividad reductara del ion férrico de las fracciones de 2. paltatorn.

Los extractos mostraron una buena correlacion entre el contenido de fenoles y su
capacidad antioxidante. En la figura 3 se observa que los coeficientes de correlacion
entre el CFT y los valores para el ensayo FRAP (R?= 0,9899; y= 1,485X 12,94) y de
la actividad de atrapamiento del radical DPPH (R?>= 0,8994, y= - 0,608X + 88,86),
fueron muy buenos (R*> 0,89).

1007 ECy, (g extracto/Wnol GRPH) A FRAF (mg dddo ascérbico/100 g MS)
250
=] * B
B0
200
70
60 e 07
y="0.8070x + 88,88 1501
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- W= -12 8
20 S50
-
10 -
i] . ' r : [¥] T T - r . v T -
4] Z0 40 &0 B0 100 120 140 160 0 z0 40 &0 20 100 120 140 180
Cortenido de fenoles (MEAG/g) Cortenido de fenoles (MEAG g)
Fig. 3. Coeficientes de correlacion entre fenoles totales v los ensayos DPPH (2 -2 diphenyl-1 picrylhyvdrazpl) (A)
v FRAP{fenvc reducing ability of plasma) (B).

Los datos presentados en este estudio demostraron que todas las muestras
evaluadas poseen propiedades antioxidantes, lo cual soporta el uso tradicional de P.
peltatum para el tratamiento de diferentes afecciones de la piel y otras
enfermedades. Estos extractos con caracter lipofilico pueden ser considerados como
potenciales fuentes de sustancias antioxidantes; resulta muy promisoria la fraccion
1, cuya capacidad antioxidante fue incluso mejor que la de las sustancias de
L
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referencia y del extracto crudo. Esto es muy usual para los extractos crudos,
porque los compuestos activos presentes en este pueden ser atenuados por otros
componentes de la mezcla. Efecto sinérgico similar ha sido reportado por Puertas y
otros?! a partir de una fraccién aislada del aceite esencial de orégano y los
compuestos antioxidantes naturales timol y carvacrol (la actividad aumento en 82,7
% en una mezcla 1:1). Por lo tanto, para obtener una buena capacidad
antioxidante, los constituyentes activos de un extracto natural deberian ser mas
eficientes que los compuestos de referencia o ejercer su actividad de modo
sinérgico.

De acuerdo con nuestro conocimiento, este es el primer reporte de actividad
antioxidante encontrado en un extracto no alcohdlico de las hojas de P. peltatum, lo
cual permite asumir que el principal componente, el 4-nerolidilcatecol, que ha
presentado diversas propiedades biolégicas y antioxidantes,??* ha sido aislado de
esta y otras especies de Piper, ejemplo, P. umbellata; podria estar presente en el
extracto crudo (hexano-acetato de etilo) por causa de su dualidad en la polaridad.

De hecho, mientras que el extracto metandlico reportado por Desmarchelier y
otros?® estéa caracterizado por la presencia de compuestos polares con una actividad
antioxidante relativamente buena, el extracto no alcohdlico reportado en este
estudio contendria mezcla de compuestos polares y poco polares en una muy alta
concentracién, como los neolignanos, que han sido aislados de las hojas de P.
regnellii.?” En cualquier caso, su presencia en las fracciones aisladas, asi como su
papel en la capacidad antioxidante es solo una hipdtesis. Con respecto a la especie
en estudio, P. peltatum, a partir de su aceite esencial se han aislado e identificado
sesquiterpenos y peltatoles.?® Por tanto, al ser compuestos poco polares es posible
asumir su presencia en los extractos bajo estudio y su papel en la actividad
antioxidante. En resumen, este trabajo demuestra que los ensayos de DPPH y
FRAP, pueden ser usados como una primera aproximacion en la bisqueda de
compuestos antioxidantes a partir de productos naturales.

De otro lado, el andlisis de regresion lineal indicd que las correlaciones entre la
actividad antioxidante basadas en los ensayos de DPPH, FRAP y el CFT fueron
significativamente muy altas (0,89 0,98). Un resultado similar fue descrito por
Thaipong y otros?® que reportaron una buena correlacién entre el contenido de
fenoles y los métodos evaluados en un extracto metanélico. Adicionalmente,
Nsimba y otros®® demostraron una fuerte actividad reductora (FRAP) de los
extractos en butanol y acetato de etilo de la especie C. quinoa. Los autores
sugirieron que ambos extractos podian contener altas concentraciones de
compuestos activos con la capacidad de reducir iones metalicos, estos ultimos
actuando como catalizadores en las reacciones oxidativas. En conclusion, las
fracciones bajo estudio mostraron, en general, una buena capacidad antioxidante y
podrian ser fuentes potenciales de fitonutrientes con propiedades antioxidantes.
Adicionalmente, los resultados dan un soporte acorde con el uso de la P. peltatum
en la medicina tradicional de Colombia y las regiones subtropicales de América del
Sur; y a su vez permitirad proponerla como una fuente natural con un alto uso
potencial en la industria farmacéutica y de alimentos. Por dltimo, es necesario
llevar a cabo una investigacion mas detallada de los componentes fendlicos
individuales presentes en los extractos de las hojas de P. peltatum responsables de
su actividad antioxidante.
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