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¢Por qué Piper?

©® Bioldgico: Porque son Angiospermas basales con una
historia de millones de anos y que su estudio ayuda a
entender los procesos de diversificacion biologica y las
diversas interacciones bioldgicas.

©® Historico: En el siglo XV, Cristobal Colon convenciod a Isabel
de Castilla a buscar una ruta para obtener pimienta negra
(P. nigrum) mas rapida y directa.

® Potencial convencional: P. nigrum es considerado el “Rey
de las Especies”, existiendo unos 50 cultivares usados
como condimento, medicina, preservante y agente
biocontrolador que representan varios millones de ddlares
en el mercado internacional.




¢Por qué Piper?

® Potencial innovador: Gran diversidad quimicay
farmacologica con enorme potencial de aprovechamiento
integral como producto natural. Hasta 1980 toda la
informacion sobre el género provenia de paises asiaticos,
desde entonces mas del 80% de la informacion proviene de
Latino América.

® Etnico: Amplio y multiple uso de varias de sus especies por
las poblaciones nativas como alimento, aroma, biocida,
condimento y cosmético.

© Estratégico: Varios grupos de cientificos trabajando en este
género en Iberoamérica e interés en organizar una red
iberoamericana para el estudio multidisciplinario del
género.




Fitoquimica del género Piper (% de

frecuencia)
. piperolidos/
esteroides kawalactonas
_ 2.3 24 2.4 flavonas
terpenoides 15 chalconas/

2.6 dihidrochalco

fenilpropanoides 5.9 0.9 flavanonas
22 cromen

neolignanos/ qg miscellan

lignanos

29 alcaloides/amidas

~2000 especies

112 Dyer LA & Palmer AN (2004) Piper. A model genus for studie
_ ) evolution, chemical ecology, and trophic interactions. Kluw
Investigadas Academic Publishers.

quimicamente Parmar, VS, Jain, SC, Bisht, KS, Jain, R. Taneja, P et al. (199
~660 Phytochemistry of the genus Piper. Phytochemistry 46: 597

compuestos Kato, M. J. & Furlan, M. (2007) Chemistry and evolution of
identificados Piperaceae. Pure and Applied Chemistry, 79, 529-538.




Actividades biologicas de especies del
genero Piper de Ameérica Latina

Antibacteriana P. regnelli Felipe et al., 2008
Antifungica P. hispidinervum Fazolin et al., 2006
Antiprotozoo P. heterophyllum Flores et al., 2009
Anti-H. pylori P. multiplinervium Ruegg et al., 2006
Larvicida P. marginatum Autram et al., 2009
Insecticida P. aduncum Leyva et al., 2008
Acaricida P. amalago Ferraz et al., 2010
Anti-miotoxica P. umbellatum Nunez et al., 2005
Anti-secretoria P. carpunya Quilez et al., 2010
Ansiolitica P. tuberculatum Felipe et al., 2007
Estrogénica P. hispidum Michel et al., 2010
Anti-inflamatoria P. aduncum Parise-Filho et al., 2011
Anti-cancer P. regnelli Longato et al., 2011

Caceres A & Kato J. Int J Phytocosm Nat Ingr 2014; 1:4



Recoleccion y secado de los materiale
vegetales

® Basados en estudios etnobotanicos previos se realizdé una
prospeccion en dos zonas de Guatemala (Suchitepequez y Alta
Verapaz).

@ Se colectaron once especies del género Piper, se deposit6é una
muestra de referencia en el Herbario CFEH de Laboratorios
Farmaya, se secaron a la sombra y en horno.

@ Las plantas secas se extrajeron por percolacién secuencial con
diclorometano y metanol y por extraccion fraccionada con hexano
acetato de etilo, diclorometano, metanol y butanol, se
concentraron en rotavaporador y se desecaron en un desecador
con silica gel.
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Colecta de material vegetal

Extraccion de aceite esencial por
Neoclevenger

Concentrado de extractos
por rotavapor




Materiales endémicos de Mesoamérica del género Pipe
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P. amalago
P. brevilimbum

P. jacquemontianum

P. oradendron
P. patulum
P. psilorhachis

P. retalhuleuense
P. sempervirens

P. tuerckheimii
P. umbellatum
P. variabile

Suchitepequez
Alta Verapaz
Suchitepequez
Suchitepequez
Suchitepequez
Alta Verapaz
Suchitepequez
Alta Verapaz
Alta Verapaz
Suchitepequez
Alta Verapaz
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14°33°06.3”N
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15°54°40.8”N
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Nombre cientifico | Lugar de colecta L atitud

091°30°37.1”0
89°36*30.94”0
091°27°57.9”0
091°27°59.6”0
091°27°57.9”0
090°31°19.5”0
091°30’°37.1”0
090°31°14.6”0
089°36’19.4”0
091°28°00.5”0
090°31°18.2”0

1073
1198
1069
1075
1074
1143
1053
1195
1200

1070
1196



Rendimiento de los extract

Especie Parte CH,CI, MeOH
% %

P. amalago

P. brevilimbum

P. jacquemontianum

P. oradendron

P. patulum

P. psilorhachis

P. retalhuleuense

P. schippianum

P. sempervirens

raiz 2.52 1.67
hoja 7.43 8.89

P. umbellatum raiz 6.81 3.04
hoja 3.29

P. variabile — 360




Rendimiento de aceite
esenciales (en Neocleveng

Especie

P. amalago

Rendimiento (%)

Hojas
0.29+0.04

Raices
0.09+0.03

P. hispidum 0.52+0.18 0.55+0.03
P. jacquemontianum 0.51+0.06 0.42+0.03
P. oradendron 0.53+0.10 0.09+0.03
P. patulum 0.84+0.16 0.60+0.60
P. psilorhachis 0.39+0.15 0.09+0.03
P. retalhuleuense 0.07+0.02 0.23+0.05
P. schippianum 0.58+0.20 0.13+0.10
P. sempervirens 0.06+0.01 0.09+0.03
P. umbellatum 0.22+0.07 0.09+0.01
P. variabile 0.99+0.34 0.11+0.06




Principales hallazgos sobre Ia
composicion del aceite esencial

\/

+* Alta diversidad en el nUmero de aceites esenciales:
P. oradendron (70) = P. retalhuleuense (12)

@ Algunos compuestos @ Algunos compuestos
presentes en la mayoritarios Unicos para una
mayoria de aceites: B- especies: P.
cariofileno (100%); B- jacquemontianum (linalool,
pineno (87%), 70%); P. amalago
germacreno D (73%), a- (nerolidol, 48%); P. variabile
copaeono B- (alcanfor, 29%) y P.
elemeno \; V- sempervirens

. . 0
cadineno (67%) (biciclogermacreno (28%)

Cruz SM et al. Acta Hort. 2010; 964: 39-46.




Metodologia

® La actividad antioxidante fue demostrada por la
reduccion de DPPH la cual fue evaluada
cualitativamente por TLC, y cuantitativamente
por medio de espectrofometria (DPPH y fenoles
totales.

@ Citotoxicidad preliminar fue evaluada por el test
micrométrico de A. salina

@ La citotoxicidad fue evaluada en las lineas
celulares [U251 (cerebro), MCF-7 (mamario) y
NCI-H460 (pulmdn)] por el ensayo micrometrico
de sulforodamina B y Vero (Células epiteliales de
rinon de mono verde), Hep-2 (Carcinoma
epitelioide de laringe), PC-3 (Carcinoma de
prostata), SiHa (Carcinoma epitelial de cervix).

® La genotoxicidad fue evaluada por medio del
ensayo Allium cepa




Actividad antioxidante (DPPH) P~
patulum

Fracciéon/organo

Cuantitativo P.
patulum (ICs,

Cualitativo P. patulum

Hexano hoja + 1.191£0.01
Diclorometano hoja + 1.37£0.01
Acetato de etilo hoja + 3.70£0.01
Metanol hoja ++++ 1.50%£0.13
Butanol hoja +++++ -
Hexano raiz e 1.47+0.02
St 0.61+0.04
Acetato de etilo raiz ++ 1.69£0.01
Metanol raiz +++++ 1.99+0.02
Butanol raiz SR -
Estandar
Quercitina + 0.64+0.01
Rutina Tk 0.03+0.01
TBHQ ++ 1.16£0.01
Trolox St -
Vitamina C +++ 0.14+0.01

*Decoloracion= +: pobre, ++: poco, +++: moderado y ++++: abundante.




Fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu P, patulum

Hexano hoja 77.01£0.98
Diclorometano hoja 61.80+0.06
Acetato de etilo hoja 21.32£0.12
Metanol hoja 0.62+0.02
Butanol hoja -
Hexano raiz -
Diclorometano raiz 848.421+9.89
Acetato de etilo raiz 21.65+0.13
Metanol raiz 0.72+0.01




Actividad citotoxica de Piper (44 extractos, 11 especies)
Colaboracion entre la Universidad de San Carlos (Guatemala) y
el Instituto Mexicano del Seguro Social, Mérida, Yucatan

R MeOH 31 18.4 (1.7)**  31.6 (1) 23.6 (1.3)
P. jacquemontianum

H CH,Cl, 39.6 40.7(0.9) 50.0(0.8) 27.4(1.4)
, H CH(CL, 346 231(15) 434(08) 335()

P. sempervirens

R MeOH 372 30.3(1.2) 48.2(0.8) 30.1(1.2)
P. umbellatum R CH,Cl, 27 19 (1.4) 33.7(0.8) 10.4(2.3)
P. retahuleuensis H CH,C], 61 44.7 (1.3) >100 55(1.1)
P. psilorhachis R CH,Cl, >100 61.2 (-) >100 >100
P. patulum H CH,Cl, >100 58.3 (-) >100 55.7(-)

* Vero: Células epiteliales de rindn de mono verde; Hep-2: Carcinoma epitelioide de laringe;
PC-3: Carcinoma de proéstata:,SiHa: Carcinoma epitelial de cervix
**Valores = Cl;, pg/ml) (Indice de selectividad)




Cuantificacion del crecimiento celular

® Se desarrollaron tres lineas celulares neoplasicas [H-460
(pulmon), MCF-7 (mama), U-251 (cerebro)] en medio RPMI
1640 con 5% de suero bovino fetal.

® En placas de 96 pocillos se enfrentaron los extractos en DMS
con los cultivos celulares durante 48 h, se fijaron con acido
tricoloracértico al 50% y el contenido de proteina celular
cuantificado por espectrofotometria a 540 nm usando el
ensayo de la sulforhodamina B.

® Usando la curva de concentracidon-respuesta se calculd la
inhibicion total de crecimiento (TGI) con un analisis de
regresion no lineal

Shoemaker RH. Nat Rev Cancer 2006; 6: 813-823




Actividad citotoxica de hojas del género
Piperen dos extractos secuenciales

P. amalago CH3CI2 80.7* 58.2 179.6
P. previlimbum MetOH >250 44.1 >250
P. jacquemontianum CH3CI2 19.6 6.5 7.2

P. oradendron CH3CI2 29.8 31.1 43.5
P. patulum CH3CI2 26.5 3.5 44.2
P. psilorachis MetOH 60.5 89.2 >250
P. retalhuleuensis CH2CI2 26.1 19.9 28.2
P. sempervirens CH2CI2 0.25 1.8 3.0

P. turckheimii CH2CI2 29.4 27.0 64.0
P. umbellatum CH2CI2 30.6 25.1 52.2
P. variabile CH2CI2 22.4 25.9 26.2

Doxorubicina 0.029 0.025 0.025
* Inhibicion de crecimiento: IC50 (ug/ml) de las lineas celulares -



LDso por el metodo de A. salina

Fraccion/ organo LD;, mg/ml |LC
inferior superior
95.0% 95.0%

0.74 0.84

+0. 0.67 0.76
1.4610.01 1.38 1.55
1.24+£0.01 1.17 1.32

_ 0.4910.02 0.46 0.52
DR 0.2940.02  0.28 0.31
.. 0.68%+0.01 0.64 0.73

0.26x0.02 0.25 0.27
=18 0.93%0.03 0.86 0.99
Aceite esencial hoja 0.32+0.02 0.29 0.35

Zelada, Carvalho and Caceres. International Journal of Phytocosmetics
and Natural Ingredients. 2016; 3:08




Inhibicion total de crecimiento en lineas
celulares U251, MCF-7 y NCI-H460

Bl U251 MCF-7 NCI-H460
178.8 17.0 105.3
68.9 23.5 74.4

53.8 42.0 71.6
>250 >250 >250
190.3 114.9 >250
G 11041 43.2 159.5

94.2 31.0 88.6
121.9 39.7 96.6
>250 114.0 >250
242.0 87.5 >250
Doxorubicina k74 02.4 5.8

Zelada, Carvalho and Caceres. International Journal of
Phytocosmetics and Natural Ingredients. 2016; 3:08




Actividad genotéxica en apices de A.
cepa

62.5 26.47
DL 80 5.88
AL 72 15.29
ML 82 3.53
70 17.65
bR 80 5.88
65 23.53
73 14.12
Paraquat 30 64.70
Control negativo 85 0

ANOVA=p<0.05, para todas las fracciones (solo evidencioé diferencia en el
control positivo)




Potencial de especies nativas del género
Piper como productos naturales

Especie ______[A[BICILIP| _Otro | Aceite | Componente_

P. amalago

P. auritum

P. hispidum

P. jacquemontianum
P. oradendron

P. patulum

P. psilorachis

P. retalhulehuense
P. schippianum

P. sempervirens

P. umbellatum

P. variabile

A: Antioxidante; B: Bactericida; C: Citotdxica; L: Larvicida; P: Antiprotozoo

*

*

* alimento
estrogénico
* * *
colorante
* % % condimento
* * *
* *
*

E-nerolidiol
safrol
espatulenol
linalool
isoeugenol

metileugenol

E-nerolidol
B-bisaboleno
germacreno
germacreno

cariofileno

piperina?
butenolidos
piperina?
flavonoides

esteroides

piperina?

esteroides




