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GLOSARIO

ACEITE ESENCIAL: son las fracciones liquidas volatiles, que contienen las
sustancias responsables del aroma de las plantas, los aceites son mezclas de
compuestos alifaticos de bajo peso molecular, Mono terpenos, Sesquiterpenos y
fenilpropanos. En su gran mayoria son de olor agradable, pero algunos pueden
tener componentes azufrados con olor relativamente desagradable como el ajo y la
cebolla(1)

AGENTE FUNGICIDA: tienen la capacidad de actuar en la membrana del hongo
blogueando la sintesis de uno de sus componentes el ergosterol. Existen diferentes
clases de anti fungicos(2)

DERMATOFITOS: Hongos caracterizados por afectar la estructura de la queratina,
existen 3 grandes géneros: Microsporum, Trichophyton y Epidermofiton los
dermatofitos son hongos filamentosos, potencialmente patégeno para el hombre y
los animales, con gran capacidad de adaptacion a condiciones ambientales. Tiene
afinidad con estructuras queratinizadas.

DERMATOFITOSIS: también llamada tifia o tinea (término creado por los romanos
para referirse al aspecto clinico de la tifia de cabeza), es una infeccién superficial
en la piel, ocasionada por hongos dermatofitos que afectan la queratina (piel, pelo
y uiias)(3)

EFECTIVIDAD: Mide la capacidad que una poblacion se beneficie de un
intervencidn médica, para la resolucién de un problema de salud determinado bajo
condiciones ideales, se establece de manera experimental.(4)

ERGOSTEROL: Es el mas importante esterol producido por los hongos, pero es el
componente que producen en menor cantidad. El ergosterol ocurre como un
componente de las membranas celulares de los flngicos por lo que esta
inherentemente relacionado con el crecimiento de las hifas y las biomasas. También
es un buen candidato como quimico para medir el crecimiento fingico en la comida
y materiales en descomposicion.(5)

INHIBICION DEL CRECIMIENTO: es la capacidad de interferir en el crecimiento y
supervivencia de microorganismos, por diferentes herramientas fisicas o quimicas,
mediante la interaccion especifica con alguno de sus componentes celulares.(6)

TERBINAFINA: Agente antimicotico que pertenece a la familia de las alilamimas
inhibe la enzima escualenoepoxidasa, inhibiendo la biosintesis de ergosterol,



medicamento aprobado por FDA para administracion en el tratamiento de
onicomicosis por dermatofitos.(7)

TRYCHOPHYTON RUBRUM: es un hongo dermatofito antropofilico (afecta al ser
humano), agente causal en casi el 80 % de los casos en tifias del cuerpo, de la ingle,
de los pies, asi como de onicomicosis. El género Trichophyton, productoras de
tricofiticias parasitan la piel, uias y pelo. (8)
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Aceite esencial de Piper eriopodon
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Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
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indice de retencién
Union internacional de quimica pura y aplicada
Unidades Formadoras de colonia
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RESUMEN

El interés en las plantas medicinales como fuente antimicrobiana, surge gracias al
aumento de la resistencia de agentes infecciosos a la farmacologia convencional y
al desarrollo etnobotanico (9). El género Piper ha sido ampliamente utilizado en la
medicina etnobotanica apoyados en sus propiedades antibacterianas y antivirales;
esto a pesar de no contar con una validacion cientifica (10). Otros estudios han
demostrado el potencial efecto antifingico del aceite esencial del genero Piper.

La especie de Piper eriopodon perteneciente a la familia Piperaceae y al género
Piper; son arbustos o pequefios arboles aroméaticos; sus hojas son alternas
pubescentes, simples; las flores se organizan en inflorescencias espiciformes
(forma de espiga). Las especies de Piper se distribuyen generalmente en selvas
tropicales o bosques nubosos(10)

Se plantea como objetivo evaluar la actividad anti fungica del aceite esencial de las
hojas de Piper eriopodon frente a Trychophyton rubrum y Trychophyton
mentagrophytes.

El esquema propuesto para el desarrollo de esta investigacion esta basado en un
estudio analitico primario, previo analisis de la informacion pertinente al género
Piper; se recolecta e identifica el material vegetal, obteniendo inmediatamente el
aceite esencial por hidrodestilacién. Luego se identifican los componentes AEPE
(aceite esencial de Piper eriopodon) por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM). Finalmente se evalUa la actividad antimicética
mediante la técnica Kirby Bauer sobre dos cepas (Trichophyton rubrum
y Trichophyton mentagrophytes).

El aceite esencial de Piper eriopodon presentdé un porcentaje de inhibicion
comparado con el control frente a la cepa de T. rubrum de 19% con 5 pL de AEPE
y de 33 % con 15 pL de AEPE.

Palabras clave: Dermatofitosis, Piper eriopodon, Terbinafina, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes.



INTRODUCCION

Las infecciones por dermatofitos son comunes en todo el mundo y son la causa
predominante de infecciones por hongo en los tejidos queratinosos (piel, cabello y
las ufias). Estas infecciones conducen a una variedad de manifestaciones clinicas,
tales como tifia pedis, tifia corporis , tifia cruris , granuloma de Majocchi, tifia capitis
y tina ungueal, con tendencia a la cronicidad (11). Esta dermatofitosis son un
motivo frecuente de consulta; su prevalencia sigue aumentando considerablemente
( > 20 % de la poblacion mundial) (12), afectando a mas de 900 millones de
individuos(13). Trichophyton rubrum , ha sido el dermatofito mas comuin desde los
afios cincuenta del siglo pasado, representando el 80 — 90 % de las cepas
aisladas(14).

Los farmacos utilizados contra dermatofitosis tienen varios efectos secundarios ,
una eficacia limitada y son muy costosos(14) . La terbinafina se considera como el
farmaco de primera linea para el tratamiento de la tifia; estudios realizados
encontraron una eficacia clinica de solo el 43% (15) y efectos secundarios como :
dolor de cabeza, dermatitis, trastornos gastrointestinales , trastornos del gusto y
anormalidades en las enzimas hepéticas (16) (17).

Esto nos ha conducido a buscar alternativas de manejo, partiendo del conocimiento
de que los extractos vegetales , aceites esenciales y metabolitos secundarios de
diferentes especies del genero Piper han mostrado actividad anti- fungica (14)(18)
En Colombia, el género Piper se encuentra ampliamente distribuido en bosques
humedos y tropicales , principalmente en la region del choco, los departamentos de
Antioquia , Valle del Cauca y Cundinamarca, seguido por la region andina de la zona
montafiosa del pais (19). Este género es ampliamente utilizado en la medicina
etnobotanica apoyados en sus propiedades antibacterianas y antivirales para
manejo de diversas infecciones del tracto respiratorio superior, tracto urinario,
enfermedades de transmision sexual, asi como antiséptico y desinfectante para
heridas , como también para problemas digestivos; esto a pesar de no contar con
una validacién cientifica (10). Estudios realizados han encontrado en el género Piper
una amplia actividad anti fangica y estudios fotoquimicos han descrito el aislamiento
de metabolitos con efectos antimicéticos (14)(18) los cuales ameritan seguir
investigandose.

Teniendo en cuenta la problematica existente sobre la dermatofitosis y basados en
las propiedades del genero Piper identificadas en diversos estudios se planted
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determinar la efectividad del aceite esencial del Piper eriopodon en la inhibicion del
crecimiento del Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes.

Para lograrlo, se realizaron los procesos de recoleccién e identificacion del material
vegetal, obtencion del aceite esencial a partir de las hojas frescas de Piper
eriopodon, determinacion de metabolitos secundarios por CG-EM y analisis
bioldgico que determina los metabolitos secundarios involucrados en la actividad
anti-fungica del aceite esencial.

Este trabajo pretende ser el inicio de futuras investigaciones sobre el potencial
efecto antifingico del aceite esencial del Piper eriopodon.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifingica del aceite esencial de las hojas de Piper eriopodon
en la inhibicibn del crecimiento de Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1. Recolectar el material vegetal y verificar que la especie vegetal
corresponde a Piper eriopodon.

1.2.2. Obtener el aceite esencial de las hojas de Piper eriopodon mediante
la hidrodestilacion.

1.2.3. Identificar los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial
de hojas por medio de CG-EM

15



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

La dermatofitosis son infecciones superficiales cutaneas fungicas confinadas a las
estructuras queratinizadas de la piel lamada comunmente “Tifia” y conducen a una
variedad de manifestaciones clinicas con tendencia a la cronicidad. Son un motivo
frecuente de consulta médica afectando a mas de 900 millones de individuos , cerca
del 20-25 % de la poblacion mundial y su prevalencia sigue aumentando
considerablemente (12). Se estima que una persona tiene un riesgo del 10% al 20
% de adquirir una infeccion por dermatofitos (20).

Dentro de las manifestaciones clinicas mas frecuentes encontramos:

Tifia del pie: es una infeccidén que inicia generalmente en los espacios interdigitales
laterales del pie o en la superficie plantar de las caras laterales de los dedos, el
sintoma principal es el prurito, el pie suele agrietarse y la piel pueden estar muy
macerada; en algunos casos se forman ampollas y el prurito es mas intenso, sobre
todo cuando el responsable es T. mentagrophytes. La infeccién puede propagarse
al dorso del pie. La afectacion de la planta es frecuente en las infecciones por T.
rubrum. La evolucion de la infeccidn es variable, dentro de las complicaciones
principales son la celulitis bacteriana y la invasion micética de las ufias
(onicomicosis), de la piel del dorso del pie y de la pierna y el pie de atleta (13)
Tifa corporis: esta dermatofitosis produce distintas manifestaciones clinicas
variando segun la zona afectada, se caracteriza por un borde notorio que puede
contener pustulas o péapulas foliculares y el centro estar menos inflamado y
descamado. Su localizacion mas frecuente son el tronco y las piernas. El prurito es
variable y las lesiones pueden ser Unicas o multiples. La dermatofitosis por T.
rubrum son menos inflamatorias y mal delimitadas.(13)

La Onicomicosis o infeccién micética de las ufias, afecta especialmente a las
personas con infecciones adyacentes de los dedos del pie o de la piel palmar. La
presentacion clinica mas frecuente es la onicomicosis distal y subungueal, en el que
la placa ungueal es invadida desde los bordes laterales y distales. La causa mas
frecuente es T. rubrum, que suele acompafar a una enfermedad crénica, y la
infeccidn afecta toda la placa ungueal (13).

El tratamiento para la dermatofitosis con terbinafina tiene una eficacia clinica
reducida (43%) , alto costo y multiples efectos secundarios, pensando en esto se
plantea buscar meétodos de tratamiento alternativo con farmacologia vegetal



partiendo de la base que el género Piper tiene una conocida efectividad anti-
fungica, pero no ha sido evaluada la efectividad del aceite esencial de Piper
eripodon en la inhibicidon del crecimiento de Trichophyton rubrum que representa
entre el 70 y 90% de las infecciones por tifia en todo el mundo, (20) y Trichophyton
mentagrophytes que es el causante de la forma inflamatoria de la tifia.

2.2 JUSTIFICACION

La infeccion por Trichophyton rubrum; dermatofito causante de infecciones
superficiales de la piel y agente comunmente involucrado en la tifia pedis, y la
infecciébn por Trichophyton mentagrophytes; causa mas comun de una forma
inflamatoria de esta, representan un reto terapéutico, dadas las limitadas opciones
farmacoldgicas, los efectos secundarios y los altos costos de los mismo; es por ello,
que a través de la comparacion de la actividad antimicética del Piper eriopodon
frente a la terbinafina; esta investigacion busca crear bases sobre las cuales se
puedan generar medios terapéuticos dentro de la farmacologia vegetal con
potencial efecto antimicético.
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3. MARCO TEORICO

3.1 DERMATOFITOSIS
3.1.1 Definicion

Los dermatofitos son hongos que pueden invadir el estrato corneo de la piel u otros
tejidos queratinizados derivados de la epidermis, como el pelo o las ufias. Pueden
causar infecciones (dermatofitosis) en la mayoria de las zonas cutaneas, aunque
suelen afectar sobre todo los pies, la regién inguinal, el cuero cabelludo y las ufias.
(13)

3.1.2 Epidemiologia

Los dermatofitos se han dividido clasicamente en antropofilicos, zoofilicos y
geofilicos en funcién de su héabitat primario. Los dermatofitos antropofilicos estan
asociados a infecciones en humanos y raramente en animales. Los zoofilicos
normalmente infectan animales y ocasionalmente humanos. Los geofilicos estan
primariamente asociados a materiales queratinizados como pelo, plumas, pezufias
0 astas y pueden producir infeccion en el hombre y los animales. (21)

Los dermatofitos que son patdgenos naturales en el ser humano son la causa mas
frecuente de dermatofitosis humana y se clasifican en 3 géneros: Epidermophyton,
Microsporum y Trichophyton. (21)

El género Trichophyton es el mas frecuente de los 3 géneros implicados en la
patologia humana, con cerca de 30 especies, de las que menos de 10 son
responsables de las dermatofitosis humanas. Las especies T. rubrum y T.
mentagrophytes complex (T. mentagrophytes var. interdigitale y T. mentagrophytes
var. mentagrophytes) son las mas frecuentes en nuestro medio, siendo
responsables de la mayoria de los casos de tinea pedis, tinea ungueal y tinea
corporis. T. rubrum produce una colonia lisa, granular o algodonosa de color blanco
o cremay en el reverso presenta un caracteristico pigmento rojo que le da el nombre
(rubrum), presenta escasas macroconidias y las microconidias tienen forma de
maza, son piriformes o alargadas y la prueba de la ureasa para esta especie es
negativa. T. mentagrophytes var. interdigitale crece en los medios habituales
formando colonias de color blanco-crema, algodonosas, sobre elevadas que se
extienden rapidamente; también hay zonas lisas y granulares, mientras que el
reverso presenta un pigmento claro, amarillo o amarillo-marrén. Las microconidias
tienen forma de perla o lagrima y dan positiva la prueba de la ureasa; también
pueden aparecer hifas en espiral y las macroconidias habitualmente estan
ausentes. T. mentagrophytes var. mentagrophytes es muy similar a la anterior, las
colonias son granulosas y pulverulentas, de color crema y con un pigmento en el



reverso que va desde el amarillo hasta el marrén. Presenta escasas macroconidias
y abundantes microconidias en forma de lagrima o alargadas, dispuestas a lo largo
de las hifas y formando estructuras conocidas como “acladium”, también son
frecuentes los “zarcillos” (hifas en espiral) y la prueba de la ureasa es positiva. (21)

3.1.3 Patogenia

En los seres humanos se produce mediante artrosporas, que son células
vegetativas con paredes celulares gruesas formadas por hifas de dermatofito. Es
probable que estas estructuras se desprendan del huésped primario mediante la
descamacion de las escamas cutaneas o del pelo. Se ha demostrado que las
artrosporas de los dermatofitos pueden sobrevivir durante un periodo de tiempo
considerable fuera del huésped, en algunos casos mas de 15 meses. No es
necesario un contacto directo con la persona infectada para que se produzca la
dermatofitosis. No se conoce bien el propio proceso de contagio, pero parece que
tras la adhesién de las células flngicas a los queratinocitos se produce la invasion
cutanea, un proceso que es maximo después de unas 2-3 horas. Los queratinocitos
de distintas zonas no parecen diferir en su capacidad de union a las artrosporas. La
germinacion posterior provoca la invasion. (13)

3.1.4 Cuadro Clinico

La lesion caracteristica de la dermatofitosis es una macula anular con descamacion
y un borde elevado con un grado variable de inflamacion y con el centro
habitualmente menos inflamado que el borde. La palabra «tifila» se emplea para
denominar las infecciones por dermatofitos y suele ir acompafiada de la descripcion
en latin de la localizacion, asi: en cuero cabelludo (tifia capitis), en vello facial (tifia
de la barba), en la cara (tifia de la cara), en el tronco y las extremidades (tifia
corporis), en la ingle (tifia cruris), pies (tifia pedis), en las manos (tiia manuum), y
en uias (onicomicosis). (22)(13)

El aspecto clinico de la infeccidn varia segun su localizacion, la especie de hongo
responsable y la respuesta inmunitaria del huésped. Los hongos zoo6filos suelen
producir lesiones inflamatorias, y en algunos casos pueden formarse grandes
lesiones pustulosas (queriones). Por el contrario, las lesiones causadas por los
dermatofitos antropofilos suelen mostrar escasa inflamacion y pueden cronificarse.
(13)

3.1.5 Diagnostico
En algunos casos es posible realizar un cribado de los pacientes con infecciones
del cuero cabelludo mediante una fuente de luz ultravioleta con filtro (luz de Wood).

Las infecciones causadas por el género Microsporum producen una fluorescencia
verde. Sin embargo, las infecciones por Trichophyton no producen fluorescencia,
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con excepcion de la tifia favosa, en la que los cabellos son amarillentos. Como los
cabellos fluorescentes estan infectados, la exploracion con luz de Wood puede
resultar utii como método para seleccionar los cabellos para microscopia y
cultivo.(13)

El diagnostico debe realizarse con un examen microscopico directo del raspado de
la lesion, pelos o ufias, mediante KOH (al 10-30%, suplementado con glicerol) o
mediante blanco de calcofltior. Este tipo de examen es una técnica facil y rapida
para establecer un diagndstico presuntivo que orientara al clinico en su tratamiento.
El examen microscopico directo también puede realizarse con otros colorantes
como tinta azul o negra, azul de lactofenol o rojo Congo. Paralelamente a la
observacion microscopica, las muestras deben sembrarse en agar Sabouraud con
cloranfenicol y agar Sabouraud con cloranfenicol y actidiona. Este altimo inhibe los
hongos contaminantes que pudieran encontrase en la muestra, pero nunca debe
utilizarse solo. Los medios inoculados deben incubarse a 30 °C durante 1 mes y ser
revisados 2 veces por semana. Cuando se observe crecimiento de colonias
compatibles con dermatofitos debe realizarse el examen microscopico pertinente
con el fin de encontrar estructuras caracteristicas y llegar a la identificacién de
género y especie, si es posible (21).

Las técnicas de PCR altamente sensibles, contribuyen a dilucidar si infecciones
subclinicas por dermatofitos podrian estar involucrados en el desarrollo de lesiones
eccematosas, psoriaticas o hiperqueratosis, adicionalmente en casos de PCR
positiva de muestras de piel intacta podrian considerarse como una colonizacion
por dermatofito.(21)

3.1.6 Tratamiento

El método habitual para tratar las infecciones por dermatofitos es con farmacos
topicos si es posible, pero la mayoria de las infecciones ungueales y todas las del
pelo, asi como las dermatofitosis generalizadas, precisan tratamiento por via oral
(13)

3.1.6.1 Tratamiento tépico

El tratamiento topico, es util en los casos de lesiones limitadas, superficiales y
situaciones como embarazo, lactancia o interacciones con otros farmacos orales. El
tratamiento tOpico se puede utilizar como apoyo del tratamiento oral y como
profilaxis, una vez haya terminado éste, con el fin de evitar las recidivas. Los
antifangicos topicos retrasan el crecimiento de los dermatofitos, que finalmente son
eliminados con el recambio dérmico. Son bien tolerados en general, requieren una
sola aplicacioén diaria y se consigue la curacién en el 80% de los casos. Entre los



antifangicos tépicos mas utlizados se encuentran imidazoles y derivados,
alilaminas, morfolinas y una amplia misceldnea (ciclopiroxolamina, griseofulvina
topica, haloprogina, tolnaftato, &cido undecilénico y pomada de Whitfield) (21)

La griseofulvina sigue siendo el tratamiento de eleccion para la tinea capitis, seguido
de itraconazol y terbinafina (no activa frente a varias especies de Microsporum). En
el caso de tinea ungueal la griseofulvina no es tan util, pues son necesarios
tratamientos muy prolongados que no se aconsejan debido a su toxicidad, ademas
no hay una gran respuesta clinica y presenta una elevada tasa de recurrencias. La
terbinafina sigue siendo el antifingico mas util frente a la onicomicosis por
dermatofitos, seguido de itraconazol y fluconazol.(21)

Por lo general, el tratamiento topico de la tifia del pie debe prolongarse durante un
minimo de 2 a 4 semanas. La terbinafina topica puede utilizarse para eliminar las
lesiones de la tifia del pie en 7 dias y también se emplea como una solucion
formadora de pelicula en dosis Unica aplicada en las plantas de los pies. La tifia
inguinal suele responder en 2-3 semanas desde el comienzo del tratamiento. El
tratamiento tépico suele ser ineficaz en las infecciones ungueales y del cuero
cabelludo, aunque se han notificado curaciones de infecciones ungueales con
azoles por via topica. Existen otras tres formulaciones de posible utilidad para la
onicomicosis. La primera consiste en aplicar una solucion tépica ungueal de
tioconazol al 28%, que logra remisiones clinicas y micoldgicas. La segunda es una
combinacion de urea al 40% y bifonazol. La urea es un potente hidratante y ablanda
la ufa si se aplica de forma oclusiva. Puede utilizarse una pasta de urea al 40%
para erradicar las zonas de infeccién residual tras el tratamiento de la onicomicosis
por via oral. Por dltimo, las soluciones con potenciadores de la penetracién, como
ciclopiroxolamina y amorolfina, usados sobre todo como laca de ufias, son eficaces
en algunos casos iniciales de infeccion ungueal por dermatofitos y Candida; pueden
aplicarse una o dos veces a la semana y cada vez se usan mas como tratamiento
combinado con farmacos por via oral en las infecciones graves (13)

El tratamiento sistémico es mas efectivo que el tépico y se aplicara en los casos de

lesiones extensas, hiperqueratdsicas, zonas inflamatorias o con foliculitis, asi como
en los casos de tinea capitis o tinea ungueal. (21)
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3.1.6.2 Tratamiento oral

Los principales farmacos antifingicos por via oral utilizados para las dermatofitosis
son terbinafina, itraconazol y fluconazol. La griseofulvina es un tratamiento
alternativo, pero sigue siendo de eleccion en la mayoria de los casos de tifia del
cuero cabelludo, se administra a dosis de 10-20 mg/kg/dia en forma de comprimidos
o de jarabe. La terbinafina se administra a dosis de 250 mg/dia durante 2 semanas
para la tifia inguinal o corporal, durante 6 semanas para la infeccion ungueal de las
manos y durante 12 semanas para las infecciones de las ufias de los pies, es muy
eficaz en las infecciones del cuero cabelludo por Trichophyton, pero es menos
activa frente a Microsporum, para lo que se recomienda una dosis doble y prolongar
el tratamiento hasta 4 semanas. Produce remisiones rapidas y duraderas en las
dermatofitosis de tipo seco y en otras infecciones cutaneas. El itraconazol puede
administrarse de forma continua a dosis de 200 mg/dia y es curativo para la tifia
inguinal o corporal en 1 semana. Se administra como tratamiento pulsado en la
onicomicosis. También puede utilizarse el fluconazol como tratamiento de las
dermatofitosis, pero los protocolos habituales emplean 150-300 mg a la semana
para las infecciones cutaneas. Los tres farmacos se toleran bien y presentan un
riesgo bajo de lesion hepatica (inferior a 1:70.000). De modo excepcional, la
terbinafina puede alterar el sentido del gusto. Todos demuestran pruebas de su
eficacia (13)

La onicomicosis causada por dermatofitos puede tratarse por via oral. La terbinafina
y el itraconazol han sustituido a la griseofulvina en esta indicacion. Por ejemplo, la
terbinafina logra tasas de curacion del 70-80% en 6 semanas en las ufias de la
mano y en 12 semanas en las ufias del pie. El itraconazol también es eficaz en las
infecciones ungueales de los pies a una dosis de 200 mg/dia durante 3 meses. Sin
embargo, en las infecciones ungueales se suele administrar en forma de «pulsos»
durante 1 semana al mes a una dosis de 400 mg/dia, que se repite una vez mas
para las infecciones ungueales de la mano (dos pulsos) y dos o tres veces mas en
las ufias del pie (tres o cuatro pulsos). Las tasas de remision descritas superan el
60%. En el tratamiento de la onicomicosis se emplean regimenes intermitentes con
fluconazol (300 y 450 mg/semana). (13)

3.2 FAMILIA PIPERACEAE

Diferentes estudios han evidenciado la actividad biolégica de algunas especies de
la familia Piperaceae; entre las propiedades mas destacadas se encuentran:
antioxidante, antibacterial, antitumoral, antiinflamatorio, antifingico, antimalérico,
analgésica, entre otras (10) (13)

La familia Piperaceae, son platas originarias del sudoeste de la India, son una de
las mas grandes, importantes y antiguas en la historia de la humanidad,
comprenden de 10 a 12 géneros Yy cerca de 1200 especies, de la cuales 700
corresponden al género Piper (12) (13) (14)



Los principales géneros de esta familia son Piper y Peperomia, que estan presentes
en la flora colombiana. Las variedades pueden ser hierbas, arbustos o enredaderas,
rara vez son arboles; crecen en climas tropicales, subtropicales templados y habitan
en las selvas humedas de ambos hemisferios (23).

La especie Piper eriopodon, hace parte del reino plantae, pertenece al Phylum
Magnoliophyta, a la clase Magnoliopsida, al orden de los Piperales, a la familia
Piperaceae, al género Piper y su Epiteto especifico eriopodon (24).

El género Piper se encuentra ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, en los tropicos de América se han encontrado la gran
mayoria. En Colombia se encuentran distribuidas en la region Caribe y al norte de
los andes, especificamente en el Choco, Valle de Cauca y Cundinamarca donde
se presentan altas precipitaciones y bosques humedos (24).

Colombia por presentar una gran riqueza forestal, posee algunas especies de la
familia Piperaceae las cuales han sido usadas en forma de infusiones, decocciones,
entre otros preparados como jugos y lociones, para el tratamiento de algunas
enfermedades o malestares sin demostrarse aun su efectividad a nivel cientifico
(24).

Segun investigaciones previas el género Piper presenta variados compuestos como
los lignanos, neolignanos, propenilfenoles, kawapironas, flavonas, flavanonas, entre
otros. (24)

3.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa del
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas
organicas que no parecen tener una funcién directa en procesos fotosintéticos,
respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de
proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios
(también denominados productos secundarios, productos naturales) (26).

Los metabolitos secundarios ademas de no presentar una funcion definida en los
procesos mencionados, difieren de los metabolitos primarios en que ciertos grupos
presentan una distribucién restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan
en pequefas cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su
produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso
a algunas especies (26).

En los vegetales el metabolismo secundario es muy importante puesto que da lugar
a productos (determinados metabolitos secundarios) que resultan de sumo interés
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desde el punto de vista farmacolégico. La mayoria de los principios activos que se
obtienen de las plantas medicinales proceden del metabolismo secundario (27).

3.3.2 Clasificacion

Se agrupan en cuatro clases principales.

Terpenos; entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.
Compuestos fendlicos; tales como cumarinas, flavonoides, lignina y taninos,
Glicésidos como saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos vy
glucosinolatos y Alcaloides (26).

3.3.3 Terpenos

Los terpenos mas comunes en los aceites esenciales son aquellos de menor peso
molecular, y por lo tanto més volatiles, es decir monoterpenos y sesquiterpenos. En
ocasiones pueden aparecer también diterpenos lo suficientemente volatiles como
para ser extraidos mediante las técnicas habitualmente empleadas. Sin embargo,
hay discrepancias en cuanto a incluirlos como componentes del aceite esencial
propiamente dicho (27).

Se han identificado como producto del metabolismo secundario de los vegetales,
aunque no exclusivo de ellos. Son bastante frecuentes en representantes de
familias de Angiospermas como Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Rubiaceae. Se
han descrito también en hongos y plantas no vasculares, aunque en menor medida.
(27).

Se han determinado los tiempos de vida de las reacciones de varios terpenos con
radicales -OH, -NO3 y 0zono; los compuestos mas comunmente emitidos y la vida
media de éstos es relativamente corta comparada con otras especies organicas,
debido a la presencia de dobles enlaces lo que los hace susceptibles al ataque de
oxidantes. (28)

Elisopreno, los monoterpenos, los sesquiterpenos y otros pueden ser muy reactivos
bajo condiciones atmosféricas determinadas, como se refleja en sus vidas medias,
las que pueden ir desde pocos minutos hasta afos.(28)

El acido mevalonico fue el primer compuesto identificado de los involucrados en la
sintesis de los terpenos. Tras el hallazgo de otros intermediarios en el proceso de
biosintesis como acetil Co-A, aceto-acetato, y B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
(HMGCoA), se establecié la ruta metabdlica implicada en la sintesis de los terpenos
gue aparecen en la (Figura 1). En ella el hidroximetilglutarii CoA origina el
isopentenil-pirofosfato (IPP, isopreno biol6égicamente activo) que junto con el
dimetil-alil-pirofosfato (DMAPP) dan lugar a todos los terpenoides. EIl DMAPP sirve
de compuesto de partida y el IPP proporciona todas las unidades que se repiten. La
unidn mas frecuente que se produce entre estos compuestos es la ya mencionada



“cabeza-cola” en la que intervienen el carbono 1 del IPP y el carbono 4 del DMAPP.
A partir de estos compuestos y por sucesivas uniones con moléculas de IPP originan
los diferentes tipos de terpenoides existentes. En la actualidad esta ruta esta
reconocida internacionalmente, pero los estudios investigativos sobre las enzimas,
ciclaciones e intermediarios que intervienen en la sintesis de terpenos siguen
estando desactualizados. (27)

Glucosa

—

Acetil-Coi
Hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA)

Acido mevalonico (AMV)
Hemiterpenos
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—
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Figura 1. Ruta Metabdlica implicada en la sintesis de los terpenoides

3.3.3.1 Monoterpenos

Los monoterpenos, quienes pertenecen a la clase bioquimica de los isoprenoides
(terpenoides) cuyo esqueleto carbdnico caracteristico estd compuesto de una
unidad con cinco carbonos (C5). Los terpenos se originan por polimerizacion
enzimatica de dos o mas unidades de isopreno, ensambladas y modificadas de
diversas maneras. La mayoria de los terpenos tienen estructuras multiciclicas, las
cuales difieren entre si, no solo en grupo funcional sino también en su esqueleto
basico de carbono. (29)

Los monoterpenos, terpenos de 10 carbonos son mejor conocidos como
componentes de las esencias volatiles de las flores y como parte de los aceites
esenciales de hierbas y especias, en los que ellos forman parte de hasta el 5% en
peso de la planta seca. (27)



Esta gran familia de compuestos se puede clasificar atendiendo al tipo de uniones
que presentan. Se habla de monoterpenos regulares cuando se originan por la
fusién “cabeza-cola” de dos unidades de isopreno, es decir, enlazando el carbono
1 de la primera unidad de IPP y el carbono 4 de la segunda, y se denominan
irregulares cuando la fusion es del tipo “cabeza-mitad”, el carbono 1 de la primera
unidad de isopreno y el carbono 2 6 3 del segundo. A partir de esta primera
diferenciacion se pueden subdividir atendiendo al nimero de ciclos que presentan:
aciclicos, monociclicos, biciclicos vy triciclicos. (27).

3.3.3.2 Sesquiterpenos

Se caracterizan por poseer 15 atomos de carbono y por tanto tres unidades de
isopreno. Aunque por regla general la mayoria de ellos presentan una unién regular
“cabeza-cola”, existen algunos que son el resultado de transposiciones en esta
estructura. Aparecen ampliamente distribuidos en la naturaleza, se encuentran en
los aceites esenciales, al igual que los monoterpenos, pero con mayor frecuencia
gue estos en hongos, plantas no vasculares e incluso en algunas bacterias como
Streptomyces. Este grupo presenta gran variabilidad natural pudiendo encontrar
hidrocarburos, alcoholes, cetonas y sus derivados, ésteres, glicésidos y alcaloides
sesquiterpénicos(27).

Aunque se les han atribuido diversas funciones como hormonas vegetales (acido
abscisico o fitoalexinas) y como antibidticos de origen fungico, al igual que los
monoterpenos pueden actuar como alelopaticos. No son metabdlicamente inertes,
se sintetizan y catabolizan rapidamente con papel dindmico en el metabolismo
vegetal. La produccion y acumulacion de este tipo de compuestos, en cantidades
considerables, suelen estar relacionados con la presencia de estructuras secretoras
especializadas, como las glandulas de aceite comentadas anteriormente (27).

Los sesquiterpenos, al contar con una unidad de isopreno mas que los
monoterpenos, presentan una mayor plasticidad en su construccion que se traduce
en una mayor variabilidad estructural y funcional. Ademas, la presencia de isbmeros
geométricos de posicidn u épticos es mucho mayor (27).

3.3.4 Actividad biolégica del Piper eriopodon

Los extractos etanolicos de hojas, madera e inflorescencias de la especie Piper
eriopodon mostraron ser activos contra hongos tales como Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici, inhibiendo el crecimiento micelial de este fitopatogeno. El extracto
de inflorescencias de dicha especie vegetal mostré un mayor efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de los hongos. En el género Piper se ha encontrado compuestos de



tipo amida como la pirrolidina presente en la especie P. aduncum y que posee
propiedades antifungicas. (30).

A pesar del uso etnobotanico que tienen especies del género Piper en Colombia se
han llevado a cabo pocos estudios acerca de cuales de sus compuestos poseen
actividad biologica, y en el caso de Piper eriopodon son muy pocos los estudios
realizados sobre los compuestos presentes en esta especie (30)
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

Material vegetal: Hojas frescas de Piper eriopodon

Material de laboratorio: Microcropipetas. Pinzas. Sensidiscos blancos estériles.
Puntas para micropipetas. Cajas de Petri.

Equipos: Hidrodestilador  tipo  Clevenger = modificado. Cromatografo
de gases. Balanza de precisién. Incubadora.

Reactivos: Agar Mueller Hinton. Agar Tripticasa de Soya. Agua peptonada. Agua
destilada

Microorganismos: Cepas Trichophyton rubrum ATCC28188 y Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533
Farmacos: Antimicotico Terbinafina comprimidos de 250 mg

4.2 METODOLOGIA

Tipo de estudio: Analitico primario, la evaluacion actividad antifangica se realizo
mediante dos procesos, la primera parte obtencidn del aceite esencial a partir de las
hojas frescas de Piper eriopodon y la determinacion de metabolitos secundarios por
medio CG-EM y la segunda parte del estudio el analisis biolégico que evalud la
potencial actividad antifangica del aceite esencial frente a las cepas de Trichophyton
rubrum y Trichophyton mentagrophytes.

4.2.1. Recoleccion e identificacion de material vegetal

Las Hojas frescas de Piper eriopodon (Figura 2) fueron recolectadas en Mogambo
sendero ambiental, vereda Brasil, ubicada en Viota, Cundinamarca Finca
Dinamarca, (Coordenadas: Latitud 4° 24’ 36", Longitud 74° 28 54", Altitud 1200
m.s.n.m), se recogieron cerca de 5 kg de material vegetal. EI material fue
recolectado en septiembre de 2016.



Figura 2. Piper eriopodon

El material botanico fue identificado, autentificado y llevado por el Instituto de
Ciencias naturales Herbario Nacional colombiano, bajo el nimero de coleccion
COL592067 y determinada por O. Rivera -Diaz /2016. (6. ANALISIS DEL
DESARROLLO DEL PROYECTO

6.1 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Para evaluar la actividad antifingica de AEPE se midieron los 4 halos de inhibicién
de cada cultivo, obteniendo un promedio a diferentes gradientes de concentracién
del AEPE frente a las cepas de Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes. ( Tabla 5) Estos resultados demuestran el potencial efecto
antifangico

Tabla 5 Promedio de halos de Inhibicion de crecimiento de las cepas al exponerse al AEPE

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION (mm)

T. rubrum T. mentagrophytes
AEPE 5 pL 9,245 16,325
AEPE 15 plL 11,827 17,205

Al evaluar el porcentaje de inhibicion del aceite esencial de Piper eriopodon frente
a la cepa de Trichophyton rubrum a diferentes gradientes de concentracion, se
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evidencia que a mayor gradiente de volumen de AEPE mayor inhibicion del
crecimiento (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

PORCENTAJE DE INHIBICION

100%
100%

o 33,60%
50% 19%

T. rubrum

% de Inhibicidn

0%
AEPES5 pL  AEPE 15 puL TERBINAFINA

B T. rubrum

Figura 12 Porcentaje de inhibicion de AEPE frente a T. rubrum

6.2 COMPOSICION QUIMICA DETERMINADA POR CG-EM

La informacion de la CG-EM del aceite esencial de Piper eriopodon que por
comparacion presentan mas de un 90 % de coincidencia con el espectro de la
libreria NIST 08 (37) y los porcentajes de abundancia de cada componente dentro
del aceite esencial.

En el aceite esencial fueron identificados 24 metabolitos secundarios con mas del
90% de coincidencia, en la Figura 13 se puede apreciar la distribucion de los
metabolitos de mayor a menor.



METABOLITOS SECUNDARIOS
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Figura 13 Metabolitos secundarios con Mayor % de area y que presentan un % de coincidencia mayor 90
AEPE

En cuanto a la distribucién de los metabolitos secundarios basados en el estudio se
encontr6 que de 24 metabolitos secundarios aislados del AEPE, 12 fueron
sesquiterpenos, 10 monoterpenos, 1 acido fendlico y 1 furanocumarina.
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NOMBRE COMPUESTO CLASE
Cariofileno Sesquiterpenoide
a-Ocimeno Monoterpenoide

acido 4-hidroxifenilacético Acido fenolico
a-Pineno Sesquiterpenoide
a-Copaeno Sesquiterpenoide
y-Selinene Sesquiterpenoide
a-Farnesene Sesquiterpenoide
y-Elemene Monoterpenoide

Allo-aromandendreno Monoterpenoide

Limoneno Monoterpenoide
Canfeno Sesquiterpenoide
Humuleno Sesquiterpenoide
Oxido de Cariofileno Sesquiterpenoide
Acetato de miternol Monoterpenoide
Espatulenol Sesquiterpenoide
Globulol Sesquiterpenoide
a-Felandreno Sesquiterpenoide
p-Cimoneno Monoterpenoide
a-Bergamoteno Furanocumarina
B-tujeno Monoterpenoide
Cosmene Monoterpenoide
a-Calacoreno Sesquiterpenoide
a-Linalool Monoterpenoide
a-Terpineno Monoterpenoide

Tabla 6 Clase de metabolitos secundarios aislados AEPE

A continuacion, se muestra los espectros de masa de los monoterpenos
identificados en el aceite esencial de Piper eriopodon.



7. DISCUSION

Este estudio permiti6 demostrar que el aceite esencial de las hojas de Piper
eriopodon tienen actividad antifingica in vitro contra las sepas Trichophyton rubrum
y Trichophyton mentagrophytes.

Al evaluar el porcentaje de inhibicion del aceite esencial de Piper eriopodon frente
a la cepa de Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes a diferentes
gradientes de concentracién, se demostré que a mayor gradiente de volumen de
AEPE mayor inhibicion del crecimiento.

La potencial actividad antifingica encontrada en este estudio del aceite esencial de
Piper eriopodon puede ser corroborada con la evidencia de otras especies
distribuidas en América Latina de la familia Piperaceae, que poseen resultados
positivos frente a microorganismos del genero Trichophyton especialmente con la
especie Piper aduncun donde se ha evidenciado la actividad antifingica que
poseen sus hojas; al realizar un analisis comparativo, los compuestos identificados
en Piper aduncun son comunes a los aislados por CG-EM de nuestra especie; tal
es el caso de algunos monoterpenos como el linalol y sesquiterpenos como a-
calacorene, a-cariofileno.(14) (23).

Los monoterpenos son metabolitos secundarios capaces de formar enlaces de
hidrégeno con los sitios activos de las enzimas diana y son la causa principal de los
efectos antimicrobianos, por lo tanto, la actividad antimicética del aceite esencial
de las hojas Piper eriopodon, podria explicarse a partir de los porcentajes de
coincidencia de los metabolitos secundarios identificados, en el que el mayor
porcentaje lo obtuvo los terpenos tipo sesquiterpenos y monoterpenos.(38)

El cariofileno metabolito secundario presente en muchos aceites esenciales seguro
y no toxico, en el AEPE presenta el mayor porcentaje de area y segun la literatura
tiene un potencial efecto antifingico en cuadros de onicomicosis (39).

El a-ocimeno metabolito secundario abundante en nuestra muestra, es un
monoterpeno que segun la literatura se encuentra en varias plantas aromaticas y
presenta propiedades antioxidantes.(40)

El a-linalol metabolito secundario de tipo monoterpeno se encuentra en bajas
cantidades en nuestra muestra pero ha demostrado tener actividad antifingica,
actuando directamente en la pared de hongos (23).

Existen otros metabolitos reportados en la literatura con actividad antifingica sé
cémo son cariofileno, ocimeno y linalol (23)
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Es importante destacar que el aceite de Piper eriopodon muestra actividad frente a
las cepas de T. rubrum y T. mentagrophytes; la mayor actividad antifingica se
obtuvo frente al T. rubrum con un porcentaje de inhibicion 33,6% frente al control
positivo; sin embargo otros estudios evidencian que el aceite esencial de Piper
eriopodon solo posee actividad contra la cepa de Trichophyton mentagrophytes, que
difiere de lo hallado en este estudio.(9)
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que el aceite esencial de las hojas de Piper eriopodon
tienen actividad antifingica in vitro contra las cepas Trichophyton rubrum vy
Trichophyton mentagrophytes, probablemente relacionado con la presencia de
monoterpenoides; metabolitos identificados en el aceite por CG-EM y que de
acuerdo a la literatura presenta esta actividad antimicética. Este resultado abre la
posibilidad de reproducir estudios de caracteristicas similares que permitan avanzar
hacia fases clinicas con el objetivo de encontrar un farmaco de origen vegetal con
potencial efecto antimicético

La inhibicion del crecimiento de las cepas estudiadas es directamente proporcional
al volumen de AEPE utilizado



10. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados positivos obtenidos en este estudio, relacionados
con la actividad antimicética del aceite esencial de Piper eriopodon, demostrada in
vitro frente a las cepas Trychophyton rubrum y Trychophyton mentagrophytes, se
recomienda sea corroborada la informacién con estudios semejantes que finalmente
permitan avanzar hacia fases clinicas en la busqueda de una alternativa terapéutica
para las dermatofitosis dentro de la farmacologia vegetal.

Se recomienda para estudios proximos, el uso de una dosis especifica para el aceite

esencial de Piper eriopodon y el control con terbinafina u otro, que permitan
determinar el halo de inhibicién en funcion a la dosis.
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12. ANEXOS

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES
HERRARIQ NACIONAL COLOMBIANO (COL)

COL-391
Bogota D.C., 28 de sepliembre de 2016

Sefiores
Libia Orozco
Ciudad

Asunto: Identificacion Taxonémica.
Cordial Saludo,

Me permito dar respuesta a su solicilud referente a la identificacion taxonomica. de la(s) muestra(s) boténi-:‘:a(s):

4 Nombre: Piper eriopodon (Miq.) C. DC.
cg  Familia: PIPERACEAE

No.COL 592067

Colactor Luis Enrique Acero Duarte

No. Colecta 1

Determind 0. Rivera-Diaz/2016

Esta certificacion no es valida para tramites ante el INVIMA o el ICA. El (Los) pliego(s) testigo(s) quedara(n) como
muestra permanente en nuestro herbario.

Prof. CARLOS ALBERTO PARRA
Administrador General

Herbario Nacional Colombiano -COL
Universidad Nacional de Colombia
E-mail herbacol_fcbog@unal.edu.co

Gopla: Archiva COL
Bin Tt

Carrera 30 No. 45-03, INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES,
“HERBARIO NACIONAL COLOMBIANG (COLY® Edificic 425- 2° pise, Oficina 222
Conmutador; (57-1) 316 5000 Ext.11538 — 11518 Fax: 11538
Correo electranico: herbacel_fcbog@unal edu.co
Bogotd, Colombia, Sur América

Anexo 1.Certificado )
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4.2.2. Obtencion aceite esencial

Figura 3, Obtencién de aceite

El aceite esencial fue obtenido ( Figura 3) empleando el método de hidrodestilacion
en un equipo Clevenger modificado durante cuatro horas de extraccion.

Figura 4. Hidrodestilacién Clevenger modificado

La hidrodestilacion (Figura 4) es un procedimiento que se emplea para la separacion
de compuestos volatiles en material vegetal de tipo aromatico.

El material botanico es sumergido en agua y se deja hervir por un determinado
tiempo, los componentes volatiles colectados pueden ser separados por medio de
una trampa tipo clevenger, el vapor producido arrastra los aceites esenciales hasta
un recipiente donde finamente se condensan y se separan, esta técnica tiene como



ventaja, el bajo costo para la fabricacion y montaje del equipo, pero como
desventaja algunos compuestos pueden ser susceptibles a hidrolisis y la extraccién
del aceite esencial puede ser incompleta.(31)

El porcentaje de rendimiento del aceite se calcul6 mediante la Formula 1.(32). La
densidad del aceite esencial fue calculada mediante la jError! No se encuentra el
origen de la referencia..

Peso obtenido del aceite esencial
% Rendimiento Aceite esencial: X 100
Peso del material vegetal

Férmula 1.Rendimiento

Masa 0,0421¢g
Densidad: = = 0842g/mL
Volumen 0,05 mL

Férmula 2. Densidad

4.2.3. Determinacion de la composicion quimica CG.EM

La determinacion de la composicion quimica del aceite esencial se realiz6 CG-EM
en un equipo Thermo Trace 1300 acoplado a un espectrometro de masas ISQ LT
con cuédruplo sencillo como analizador. Para el andlisis se utiliz6 una columna Rxi®
5Sil MS de 60 m, 0.25 mm ID y 0.25 pm df (5% difenil/95% dimetilpolisiloxano). Se
implement6é un programa de temperatura empezando en 120 °C manteniéndose
durante 2 min, luego se aplic6 una rampa de 6 °C/min hasta llegar a 300°C
manteniéndose durante 10 min; el volumen de inyeccion fue 1uL en modo Split, con
un flujo de ImL/miny una relacion de Split de 10. La forma de ionizacion fue impacto
electronico (E.I) a 70 eV.

Los indices de retencion (IR) se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de
retencién de una serie homologa de patrones de hidrocarburos, analizados bajo las
mismas condiciones del aceite esencial.

La identificacion de los componentes del AEPE por CG-EM se realiz6 comparando
los indices de retencion y los espectros de masa con datos reportados en la
literatura (33).

4.2.4. Evaluacion de la actividad antifungica

Para evaluar la actividad antifangica se utilizaron cepas ATCC (American Type
Culture Collection), las especies estudiadas fueron Trichophyton rubrum
ATCC28188, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533. El cultivo celular de cada
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uno de los microorganismos se preparo inoculando cada una de las cepas ATCC,
por siembra masiva en una caja de Petri con Agar Tripticasa de Soya, Se incubaron
a 25°C £ 2 °C. por 72 horas. Se verifico su crecimiento.

Se diluyo el cultivo en agua peptonada, hasta obtener una turbidez equivalente al
estandar nimero 1 de la escala Mc Farland que equivale a 3,0 x 108 UFC/mL.(34)
Se sembré uniformemente sobre el medio en este caso Agar Mueller Hinton, medio
ideal recomendado a nivel internacional para realizar las pruebas de sensibilidad a
los microorganismos, se debe dejar secar el sembrado de 5 a 20 minutos
manteniendo la caja de Petri sellada.

Posteriormente se colocaron los Sensidiscos blancos previamente impregnados con
el aceite esencial de Piper eriopodon (Figura 5) en cada una de las cepas sembradas
y a diferente gradiente. También se realiza la impregnacion de los Sensidiscos con
el control positivo (terbinafina a una concentracion de 30 pg/mL) en cada una de las
cepas.

Figura 5. Patron de distribucion discos

Seguidamente las cajas se incubaron y después de 24 horas se realizo la lectura
de las mismas, una vez hecha la medicidbn se comparé la actividad antimicotica
del AEPE con el farmaco de sintesis quimica (Control Positivo),en este caso se
eligio la terbinafina, medicamento eficaz en el tratamiento de dermatofitosis por T.
rubrumy T. mentagrophytes (35) ; lo que garantiza objetividad en la medicién
real de actividad antimicotica.

Para evaluar la actividad antifingica frente al aceite esencial de Piper eriopodon
(AEPE), se realiz6 la medicion del halo de inhibicién del crecimiento de las dos
cepas: Trichophyton rubrum ATCC 28188, Trichophyton mentagrophytes ATCC
9533; este halo se hall6 midiendo el diametro que se forma alrededor de cada uno
de los Sensidiscos del cultivo como muestra la (Figura 6).



Figura 6. Muestra como medir el halo de inhibicién

El porcentaje de inhibicion se calculd6 mediante la formula 3, teniendo como
referencia, la medida del diametro del halo de inhibicion del control positivo y del
aceite esencial.(36)

Halo del aceite esencial
% Inhibicién: X 100
Halo del control positivo

Formula 3. Porcentaje de inhibicion

5. DESARROLLO DEL PROYECTO

5.1 RESULTADOS DE OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL

El aceite esencial de hojas de Piper eriopodon fue obtenido como un liquido
ligeramente amarillo, con una densidad de 0,854g/mL y un porcentaje de
rendimiento de 0,683 %(m/v); la cantidad lograda fueron 8 mL utilizando 1000
gramos de hojas frescas de Piper eriopodon.

5.2 RESULTADOS DE LA EVALUACION ANTIFUNGICA

Se obtuvo el crecimiento de cada una de las cepas ATCC después de 72 horas de
incubacion (Figura 7).
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Figura 7 A la izquierda T. rubrum ATCC 28188, A la derecha T. mentagrophytes ATCC 9533

A continuacion, se aprecia el halo de inhibicion del AEPE frente a Trichophyton
rubrum (Figura 8) y Trichophyton mentagrophytes (Figura 9).

Figura 8. Inhibicion del crecimiento de T. rubrum con el aceite esencial de P. eriopodon. A la izquierda con
aceite esencia a 5 pL. A la derecha con aceite esencial 15 pL

Figura 9 Inhibicién del crecimiento de T. mentagrophytes con el aceite esencial de P. eriopodon. A la izquierda
con aceite esencia a 5 pL. A la derecha con aceite esencial 15 pL



En las (Figura 11 y Figura 11) se observa el halo de inhibicidn del crecimiento de las
diferentes cepas, comparando el aceite esencial de Piper eriopodon con el control
positivo (terbinafina a una concentracién de 30 pug/mL).

Terbinafina 1SuLA

Figura 10. Inhibicion del crecimiento de T. rubrum.

Terbinafina 15ul AE

Figura 11. Inhibicion del crecimiento de T. mentagrophytes

El porcentaje de inhibicidn de las diferentes cepas frente a la exposicion del aceite
esencial de P. eriopodon se observa en la Tabla 1 con un gradiente de volumen de
S5ugyenla

Tabla2 con un gradiente de volumen de 15 ug. Teniendo como referencia estos
resultados se calcul6 el porcentaje de inhibicién que se observa en la

Tabla 3

Tabla 1 Resultados de los didmetros obtenidos al exponer por 24 horas cada cepa a 5 ug de AEPE

RESULTADO DE HALOS DE INHIBICION CON AEPE A 5ug/mL

Microorganismo Halos (mm) Promedio
T. rubrum 10,76 9,49 10,23 6,5 9,245
T. mentagrophytes 11,85 14,45 13,62 7,39 11,8275

Tabla 2 Resultados de los didmetros obtenidos al exponer por 24 horas cada cepa a 15 ug de AEPE
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RESULTADO DE HALOS DE INHIBICION CON AEPE A 15ug/mL

Microorganismo
T. rubrum

T. mentagrophytes

15,78
17,78

Halos (mm)
15,93 16,59
16,37 17,58

17

17,09

Promedio

16,325
17,205

Tabla 3 Porcentaje de inhibicién de aceite esencial de Piper eriopodon con respecto al control para la cepa de

Trichophyton rubrum

PORCENTAJE INHIBICION CON ACEITE ESENCIAL DE Piper eriopodon

Microorganismo Halos (mm) Promedio |%INHIBICION Control * Halos (mm) Promedio

T. rubrum con AEPEa 5L | 10,76] 9,49| 1023 6,5 9,245| 19,0353632 o 489| 49,09] 49,18| 47,1| 485675
Terbinafina 30ug/mL

T.rubrum con AEPEa 15pL| 1578/ 1593| 1659) 17 16,325| 383,6130128 489| 49,09] 49,18| 47,1| 485675

5.3 RESULTADOS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE AEPE CG-EM

En la Grafica 1 se evidencia el cromatograma de metabolitos secundarios del AEPE.
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Grafica 1 Cromatograma de Metabolitos Secundarios del AEPE

Enla Tabla 4 se encuentran la informacion de la CG-EM del aceite esencial de Piper
eriopodon que por comparacion presentan mas de un 90 % de coincidencia con él
y los porcentajes de abundancia de cada componente dentro del aceite esencial.



Tabla 4 Composicion quimica del aceite esencial de Piper eriopodon

NOMBRE IUPAC NOMBRE COMPUESTO TIEMPO % % AREA
RETENCION [COINCIDENCIA

4,11,11-trimethyl-8-methylene-bicyclo[7.2.0] Cariofileno 26,48 2 10,22
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl- a-Ocimeno 12,83 92,2 8,16
4-Hydroxyphenylacetic acid acido 4-hidroxifenilacético 34,34 97,7 7,9
(1R)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept a-Pineno 10,36 9,1 7,69
(1R,25,65,75,85)-8-isopropyl-1,3-dimethyltricyclo[4.4.0.02,7] a-Copaeno 24,57 9,2 6,51
Eudesma-4(14),11-diene y-Selinene 28,35 91,9 4,04
Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2,6-dimethyl-6-(4-methyl-3-pentenyl) a-Famesene 284 90,7 3,49
Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-methylethylidene) |y-Elemene 28,48 91,2 31

Alloaromadendrene Allo-aromandendreno 27,63 92,5 2,58
p-Mentha-1(7),3-diene Limoneno 11,49 90,6 1,8
2,2-dimetil-3-metilen-biciclo[2.2.1]heptano Canfeno 10,77 93 1,65
2,6,6,9-Tetramethyl-1,4-8-cycloundecatriene Humuleno 27,49 9,3 1,56
(1R 4R 6R 105 )-4,12,12-trimetil-9-metilen-5-oxatriciclo[8.2.0.0]dodecano Oxido de Cariofileno 30,22 92,2 0,96
2-Pinen-10-ol, acetate Acetato de miternol 2,07 9,4 0,86
1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene Espatulenol 27,01 21 082
1,1,4 7-tetramethyl-2,3,4a,5,6,7,7a, 7h-octahydro-1aH-cyclopropale]azulen-4-ol |Globulol 30,29 9 0,82
2-Methyl-5-(1-methylethyl)-1,3-cyclohexadiene a-Felandreno 12,63 935 0,79
Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- p-Cimoneno 12,38 93,2 0,72
Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2,6-dimethyl-6-(4-methyl-3-pentenyl) a-Bergamoteno 26,63 2?1 0,49
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- B-tujeno 10,17 92,6 0,48
2,6-Dimethyl-1,3,5,7-octatetraene, E,E Cosmene 15,47 92,6 043
(15)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl-1,2-dihydronaphthalene a-Calacoreno 29,39 95,3 0,32
1,6-Octadien-3-o0l, 3, 7-dimethyl- a-Linalool 14,39 91,6 0,24
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- a-Terpineno 12,2 91,1 0,24

6. ANALISIS DEL DESARROLLO DEL PROYECTO

6.1 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Para evaluar la actividad antifingica de AEPE se midieron los 4 halos de inhibicién
de cada cultivo, obteniendo un promedio a diferentes gradientes de concentracion

del AEPE frente a
mentagrophytes. (
antifungico

las cepas de Trichophyton
Tabla 5) Estos resultados demuestran el potencial efecto

Tabla 5 Promedio de halos de Inhibicion de crecimiento de las cepas al exponerse al AEPE

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION (mm)

T. rubrum

T. mentagrophytes
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rubrum y Trichophyton




AEPE 5 pL 9,245 16,325
AEPE 15 pL 11,827 17,205

Al evaluar el porcentaje de inhibicion del aceite esencial de Piper eriopodon frente
a la cepa de Trichophyton rubrum a diferentes gradientes de concentracion, se
evidencia que a mayor gradiente de volumen de AEPE mayor inhibicion del
crecimiento (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

PORCENTAJE DE INHIBICION

100%
100%
33,60%

0,
50% 19%

% de Inhibicidon

0% T. rubrum
(]
AEPES5 uL  AEPE 15 pL TERBINAFINA

B T. rubrum

Figura 12 Porcentaje de inhibicion de AEPE frente a T. rubrum

6.2 COMPOSICION QUIMICA DETERMINADA POR CG-EM

La informacion de la CG-EM del aceite esencial de Piper eriopodon que por
comparacion presentan mas de un 90 % de coincidencia con el espectro de la
libreria NIST 08 (37) y los porcentajes de abundancia de cada componente dentro

del aceite esencial.

En el aceite esencial fueron identificados 24 metabolitos secundarios con mas del
90% de coincidencia, en la Figura 13 se puede apreciar la distribucion de los

metabolitos de mayor a menor.



METABOLITOS SECUNDARIOS
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Figura 13 Metabolitos secundarios con Mayor % de area y que presentan un % de coincidencia mayor 90
AEPE

En cuanto a la distribucién de los metabolitos secundarios basados en el estudio se
encontr6 que de 24 metabolitos secundarios aislados del AEPE, 12 fueron
sesquiterpenos, 10 monoterpenos, 1 acido fendlico y 1 furanocumarina.
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A continuacion, se muestra los espectros de masa de

Tabla 6 Clase de metabolitos secundarios aislados AEPE

NOMBRE COMPUESTO CLASE
Cariofileno Sesquiterpenoide
a-Ocimeno Monoterpenoide

acido 4-hidroxifenilacético Acido fenolico
a-Pineno Sesquiterpenoide
a-Copaeno Sesquiterpenoide
y-Selinene Sesquiterpenoide
a-Farnesene Sesquiterpenoide
y-Elemene Monoterpenoide

Allo-aromandendreno Monoterpenoide

Limoneno Monoterpenoide
Canfeno Sesquiterpenoide
Humuleno Sesquiterpenoide

Oxido de Cariofileno

Sesquiterpenoide

Acetato de miternol

Monoterpenoide

Espatulenol

Sesquiterpenoide

Globulol

Sesquiterpenoide

a-Felandreno

Sesquiterpenoide

p-Cimoneno

Monoterpenoide

a-Bergamoteno

Furanocumarina

B-tujeno Monoterpenoide
Cosmene Monoterpenoide
a-Calacoreno Sesquiterpenoide
a-Linalool Monoterpenoide
a-Terpineno Monoterpenoide

identificados en el aceite esencial de Piper eriopodon.
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7. DISCUSION

Este estudio permiti6 demostrar que el aceite esencial de las hojas de Piper
eriopodon tienen actividad antifingica in vitro contra las sepas Trichophyton rubrum
y Trichophyton mentagrophytes.

Al evaluar el porcentaje de inhibicion del aceite esencial de Piper eriopodon frente
a la cepa de Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes a diferentes
gradientes de concentracién, se demostré que a mayor gradiente de volumen de
AEPE mayor inhibicion del crecimiento.

La potencial actividad antifingica encontrada en este estudio del aceite esencial de
Piper eriopodon puede ser corroborada con la evidencia de otras especies
distribuidas en América Latina de la familia Piperaceae, que poseen resultados
positivos frente a microorganismos del genero Trichophyton especialmente con la
especie Piper aduncun donde se ha evidenciado la actividad antifingica que
poseen sus hojas; al realizar un analisis comparativo, los compuestos identificados
en Piper aduncun son comunes a los aislados por CG-EM de nuestra especie; tal
es el caso de algunos monoterpenos como el linalol y sesquiterpenos como a-
calacorene, a-cariofileno.(14) (23).

Los monoterpenos son metabolitos secundarios capaces de formar enlaces de
hidrégeno con los sitios activos de las enzimas diana y son la causa principal de los
efectos antimicrobianos, por lo tanto, la actividad antimicética del aceite esencial
de las hojas Piper eriopodon, podria explicarse a partir de los porcentajes de
coincidencia de los metabolitos secundarios identificados, en el que el mayor
porcentaje lo obtuvo los terpenos tipo sesquiterpenos y monoterpenos.(38)

El cariofileno metabolito secundario presente en muchos aceites esenciales seguro
y no toxico, en el AEPE presenta el mayor porcentaje de area y segun la literatura
tiene un potencial efecto antifingico en cuadros de onicomicosis (39).

El a-ocimeno metabolito secundario abundante en nuestra muestra, es un
monoterpeno que segun la literatura se encuentra en varias plantas aromaticas y
presenta propiedades antioxidantes.(40)

El a-linalol metabolito secundario de tipo monoterpeno se encuentra en bajas
cantidades en nuestra muestra pero ha demostrado tener actividad antifingica,
actuando directamente en la pared de hongos (23).

Existen otros metabolitos reportados en la literatura con actividad antifingica sé
cémo son cariofileno, ocimeno y linalol (23)
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Es importante destacar que el aceite de Piper eriopodon muestra actividad frente a
las cepas de T. rubrum y T. mentagrophytes; la mayor actividad antifingica se
obtuvo frente al T. rubrum con un porcentaje de inhibicion 33,6% frente al control
positivo; sin embargo otros estudios evidencian que el aceite esencial de Piper
eriopodon solo posee actividad contra la cepa de Trichophyton mentagrophytes, que
difiere de lo hallado en este estudio.(9)
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que el aceite esencial de las hojas de Piper eriopodon
tienen actividad antifingica in vitro contra las cepas Trichophyton rubrum vy
Trichophyton mentagrophytes, probablemente relacionado con la presencia de
monoterpenoides; metabolitos identificados en el aceite por CG-EM y que de
acuerdo a la literatura presenta esta actividad antimicética. Este resultado abre la
posibilidad de reproducir estudios de caracteristicas similares que permitan avanzar
hacia fases clinicas con el objetivo de encontrar un farmaco de origen vegetal con
potencial efecto antimicético

La inhibicion del crecimiento de las cepas estudiadas es directamente proporcional
al volumen de AEPE utilizado



10. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados positivos obtenidos en este estudio, relacionados
con la actividad antimicética del aceite esencial de Piper eriopodon, demostrada in
vitro frente a las cepas Trychophyton rubrum y Trychophyton mentagrophytes, se
recomienda sea corroborada la informacién con estudios semejantes que finalmente
permitan avanzar hacia fases clinicas en la busqueda de una alternativa terapéutica
para las dermatofitosis dentro de la farmacologia vegetal.

Se recomienda para estudios proximos, el uso de una dosis especifica para el aceite

esencial de Piper eriopodon y el control con terbinafina u otro, que permitan
determinar el halo de inhibicién en funcion a la dosis.
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12. ANEXOS

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES
HERRARIQ NACIONAL COLOMBIANO (COL)

Bogota D.C., 28 de sepliembre de 2016

Sefiores
Libia Orozco
Ciudad

Asunto: Identificacion Taxonémica.

Cordial Saludo,

Me permito dar respuesta a su solicilud referente a la identificacion taxonomica. de la(s) muestra(s) boténi-:‘:a(s):

©f Nombre:

g Familia:
No.COL
Colactor
No. Colecta
Determing

Piper eriopodon (Miq.) C. DC.
PIPERACEAE

592067

Luis Enrique Acero Duarte

1

0. Rivera-Diaz/2016

Esta certificacion no es valida para tramites ante el INVIMA o el ICA. El (Los) pliego(s) testigo(s) quedara(n) como
muestra permanente en nuestro herbario.

Prof. CARLOS ALBERTO PARRA
Administrador General

Herbario Nacional Colombiano -COL
Universidad Nacional de Colombia
E-mail herbacol_fcbog@unal.edu.co

Gopla: Archiva COL
Bin Tt

Carrera 30 No. 45-03, INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES,
“HERBARIO NACIONAL COLOMBIANG (COLY® Edificic 425- 2° pise, Oficina 222
Conmutador; (57-1) 316 5000 Ext.11538 — 11518 Fax: 11538
Correo electranico: herbacel_fcbog@unal edu.co
Bogotd, Colombia, Sur América

Anexo 1.Certificado

69



	Portada Repositorio_TAFV
	EFECTIVIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE Piper eriopodon EN INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes 2017



