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1. Antecedentes

1.1 Antecedentes del género Piper.

El género Piper L. perteneciente a la familia Piperaceae, agrupa alrededor de
2,000 especies, distribuidas principalmente en América (desde el norte de México
hasta Brasil, principalmente en Guatemala, Nicaragua, San Salvador, Jamaica y
Belice), Asia (Indonesia, Taiwan, India y China), y Africa (Ghana). Algunas especies
del género son de gran importancia comercial, econdmica y medicinal, un ejemplo,
es la especie Piper longum L. la mas conocida del género, que llegé a Grecia en el
siglo VI o V antes de cristo y fue descrita por Hipdcrates como una planta medicinal,
para elaborar vinos y digestivos especiados. Otra especie popular es Piper nigrum
L., descrita por Theophrastus como especia en su primer trabajo de botanica
“Historia plantarum”.

Piper methysticum G. Forst. conocida como “kava kava”, es una especie muy
popular cuya raiz es utilizada y comercializada en todo el mundo, en bebidas para
el tratamiento de la ansiedad y el estrés.

Finalmente, existen otras especies que son cultivadas como ornamentales,
como P. ornatum N.E.Br., P. sylvaticum L. y P. crocatum Ruiz & Pav. Ademas de
las especies P. capense L., utilizada como carminativa, P. guineense Schum. &
Thonn. como agente antibacteriano y P. umbellatum L. con propiedades
rubefacientes, estimulantes y desinfectantes.

En general las especies del género son plantas herbaceas o lefiosas, arbustos
y ocasionalmente arboles, con hojas alternas, opuestas o verticiladas; sus flores son
unisexuales dispuestas en espigas o0 amentos delgados; sus frutos presentan
semillas y perispermo amilaceo (Pérez, 2003).

En México, se estima que existen alrededor de 200 especies del género,
distribuidas en la peninsula de Yucatan, Costa Pacifica Mexicana y al norte en las
Sierras Madre Occidental y Madre Oriental, siendo la mas importante Piper auritum
Kunth.



Desde el punto de vista quimico y farmacoldgico, el metabolismo secundario
del género se caracteriza por la biosintesis de compuestos de distinta naturaleza
incluyendo alcaloides [tipo aristolactama, 4,5-dioxoaporfina y piperolactama],
esteroides, flavonoides, fenilpropanoides, furandlidas, kava lactonas, lignanos, ao-
pironas, piperdlidas, polifenoles y terpenoides, de estos metabolitos quizas los mas
representativos del género son las kava-lactonas y las piperélidas.

Todas las especies del género producen aceites esenciales, que les confieren
a las plantas sus propiedades aromaticas tan apreciadas en las practicas culinarias
alrededor del mundo, estas esencias ademas de ser alopéticas cumplen funciones
ecoldgicas como son la atraccion de polinizadores.

Finalmente, las especies de Piper han sido reportadas con numerosas
actividades farmacolégicas que incluyen su actividad acaricida e insecticida,
antifangica, antiamebiana, antiasmética, antidiabética, hipocolesterolemiante,
antioxidante, analgésica, antiinflamatoria, inmunomoduladora, anticancerigena,

antidepresiva, antiulcerosa, hepatoprotectora, por mencionar a las mas importantes.

1.2 Antecedentes de la especie Piper auritum Kunth (Piperaceae).

Una de las especies del género que despertd un interés particular en nuestro
grupo de trabajo, es la especie Piper auritum Kunth que se conoce con una gran
variedad de nombres a lo largo del territorio mexicano, dentro de los mas
importantes en la zona centro destacan: acoyo, acuyo, acueyo, acacotoyol,
cordoncillo, cordoncillo blanco, hoja de ajan, hierba de anis, hierba de cancer, “hoja
santa”, momo, pimienta sagrada, entre otros.

Esta especie tiene varias sinonimias: Artanthe aurita (Kunth) Mig.; A. sancta
Mig.; A. seemanniana Mig.; Piper alstonii Trel.; P. auritilaminum Trel.; P. auritilimbum
Trel.; P. heraldi Trel.; P. heraldi var. amplius Trel.; P. heraldii var. cocleanum Trel.;
P. perlongipes Trel.; Piper sanctum (Mig.) Schltdl. ex C. DC.; Schilleria aurita (Kunth)
Kunth., siendo la mas reconocida P. sanctum (Miq.) Schitdl. Ex C. DC.

Piper auritum es un arbusto perenne, que mide entre 0.5 y 5 m de altura, sus

hojas son grandes, alternas y pecioladas, tienen forma acorazonada, miden de 20



a 25 cm de largo por 18 cm de ancho; son aromaticas, de sabor dulce y picante; sus
tallos son lisos, sin espinas o pelos y sus ramas son fragiles. Las inflorescencias se
presentan en espigas cilindricas muy densas semejantes a un cordén o cola de
raton blancas a amarillo claro; sus frutos son carnosos y contienen una semilla
(Figura 1). La especie es originaria de México y Guatemala, crece favorablemente
en climas semicalidos y templados a una altitud entre 740 y 2,600 msnm, y florece
entre los meses de septiembre y octubre. En México, esta especie se encuentra
distribuida en los estados de Sonora, Michoacan, Morelos, Puebla, Oaxaca,
Veracruz y San Luis Potosi.

TR

Figura 1. Piper auritum Kunth (Piperaceae).

Uno de los principales usos referidos de la hoja santa en México, es en la
culinaria para la preparacion de una gran variedad de platillos tipicos en diversas
regiones del pais, como el Tapixte, en la cuenca del Papaloapan, Veracruz; el pilte
de Tabasco, platillo elaborado con carne de pollo. En los tamales envueltos en hoja

santa tipicos del centro y sur de la Republica; el pescado y otros tipos de carnes



preparadas como mixiotes; el mole verde de Oaxaca o las bolitas de masa en caldillo
de jitomate. La hoja santa también se utiliza para aromatizar platillos a base de frijol
o para facilitar la elaboracion de los chiles rellenos.

En cuanto a sus usos medicinales, en el siglo XVI, Francisco Hernandez
describe en su obra “Historia Natural de la Nueva Espafia” que “el cocimiento de las
hojas de acueyo (Piper sanctum) mitiga la flatulencia o los dolores que causa, arroja
el frio, abre las obstrucciones, calienta las entrafias enfriadas, provoca la orina,
limpia los rifiones y la vejiga, purifica el Gtero, inhibe el apetito venéreo, provoca las
reglas, adelgaza y cuece los humores espesos y crudos, produce sudor y hace que
el cuerpo entero transpire por todas partes. Los tallos se aderezan y se guardan

para tales usos durante el afio” (Figura 2).

FRANCISCO HERNANDEZ
Protomédico ¢ Historiador del Rey de Espana,
DnFrE,r",nktlldJaO«M,

Islas y Tierra Firme del Mar Octano

HISTORIA NATURAL
DE
NUEVA ESPANA

VOLUMEN II

AOCOXCCHITL

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MEXICO
1959

Figura 2. Acueyo (Piper sanctum) “Historia Natural de la Nueva Espafia”. Hernandez F.
1942-1946. Cap. XLlI.



En el ensayo de la materia médica mexicana de Antonio de la Cal y Bracho,
publicado en 1832, se describe a la planta como “aromatica, estimulante, estomatica

y odontalgica" (Figura 3).

CPARA LA

TERIA JIEDICA 51 ,

" Yerba Santa 6 Tlanepaquelite.
 WHEXICANT, N . (Piper Sanctum, F. M. 1.)p a
RREGLADO POR UNA COMISION

MEDICO-QUIRURGICA Nace en Orizava, y climas anilogos de la

Republica. ;

Parcce ser el piper obliguum de Ruizy Pa.
von, y el Tlanecpatli de Hern. Este dice que los
antignos mexicanos lo usaban en sus alimentos,
y en el dia lo hacen con el Tlanepaquelile en
varias partes, mezclindolo en algunos guisados.

Es aromatica, estimulante, estomatica y
odontalgica, y se usa para los flatos. Por la
destilacion da un accite volatil mas pesado que
el aguna, y muy parecido al de sasafris, por el
que puede sustituirse. '

Figura 3. Ensayo de materia médica mexicana (Antonio de la Cal y Bracho), usos “yerba
santa”.

A finales del siglo XIX e inicios del siglo XX, el Instituto Médico Nacional cita a
la especie como antipalidica, antipirética, emenagoga, vulneraria vy
antiblenorrégica, y la Sociedad Farmacéutica de México en el afio de 1952 reporta
su uso como balsamico, eupéptico, para la gastralgia y como analgésico.

Maximino Martinez en su obra “Las Plantas Medicinales de México”
documenta el uso de la planta para “anestesia local, antiblenorragico, asma,
bronquitis, disnea, estimulante, eupéptico, laringitis y analgésico”.

En 1985, Browner reporta a la hoja santa “como un remedio efectivo para
asegurar un parto exitoso y se aplica de manera tépica para calentar las piernas,

caderas, abdomen y espalda del parto”.



Otros autores le atribuyen propiedades diaforéticas, diuréticas,
antirreumaticas, antipiréticas, y anti-gotosas (Martinez, 1979; Marquez, 1999).

Argueta y colaboradores en el afio de 1994 en su obra “Atlas de las plantas de
la Medicina Tradicional Mexicana” sefalan que, en Oaxaca, Quintana Roo y
Veracruz el uso mas comun de la hierba santa es para curar los granos en la piel, y
su empleo para tratar padecimientos propios de la mujer como inflamacién de la
vagina, infeccion de la matriz, para después del parto (para ayudar a la recién
parida), como galactdgeno y para acelerar el parto.

Recientemente, en las practicas médicas alternativas de México se reporta el
uso terapéutico de la hoja santa para el tratamiento de la diabetes (Palapa, 2019).

La forma de preparacion tradicional que reportan para el tratamiento de estas
afecciones es la infusion de las hojas y/o tallos tiernos, como agua de tiempo por un
periodo minimo de 15 dias. Para dolores estomacales la infusion se prepara
utilizando 3 o0 4 hojas en un litro de agua y se bebe la cantidad de tres tazas por dia,
0 Mas, si es necesario; esto también ayuda a la digestion. Para otro tipo de
trastornos estomacales se usan las hojas con manteca y bicarbonato y se aplican
tépicamente.

Para tratar dolores externos, se machacan las hojas, formando una pasta que
se aplica en la zona afectada. Para la urticaria o inflamacion se soasa la hoja y se
frota en la parte afectada, la inflamacion también se trata aplicando la hoja tibia,
previamente expuesta al agua caliente por unos segundos. Para tratar el dolor de
muelas, se corta un pedazo de la raiz (10 a 20 cm), se lava y se mastica.

Por ultimo, para tratar las afecciones de la mujer las hojas se remojan en

aguardiente o mezcal.

1.2.1 Estudios quimicos y farmacolégicos.

Desde el punto de vista quimico y farmacolégico, las hojas y los tallos de la
especie P. auritum han sido objeto de numerosas investigaciones. Los metabolitos
secundarios aislados y caracterizados en estos estudios pertenecen a las

categorias de los alcaloides, los fenilpropanoides, los lignanos, neolignanos,



terpenoides, esteroides, a-pironas, alcaloides, furandlidas y flavonoides (Torres,

2001). En la Figura 4 se ilustran algunos ejemplos de los metabolitos aislados de
P. auritum.

Por otra parte, el aceite esencial de la planta contiene safrol, como componente

mayoritario, al que se le atribuye la actividad antibacteriana.
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Figura 4. Principales metabolitos aislados de P. auritum Kunth.



Flavonoides

HsCO
O OCH;
OH O
7,4 -dimetoxi-3’-dihidroxiflavona 3,5,6,7-tetrametoxiflavona 5,3'-dihidroxi-7,5'-dimetoxiflavanona

OH O

HsCO l o)

sakuranetina

OH

. 7-O-B-D-glucésido de la 7-hidroxiflavanona
sakuranina

Kavapironas

(+)-(5S,65)-5-acetoxi-4,6-dimetoxi- (+)-(5S,6S)-5-hidroxi-4,6-dimetoxi-
6-estiril-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona 6-estiril-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona
OCHjg OCHj3
H5;CO | N N
X (o o) X (O XNe)
[e) (6]
0 o
metisticina

5-metoxi-5,6-deshidrometisticina

Figura 4. Principales metabolitos aislados de P. auritum Kunth -continuacién-.



Piperdlidas
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Figura 4. Principales metabolitos aislados de P. auritum Kunth -continuacién-.

Desde el punto de vista farmacologico, esta especie ha sido objeto de muchas
investigaciones conducentes a establecer su eficacia y validar sus usos
medicinales. Asi, en el afio de 1999, Montalvo y colaboradores establecieron el
efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico en el modelo de edema inducido
por carragenina en ratas. Los resultados obtenidos indican que el preparado
presenta un efecto antiinflamatorio importante, este efecto fue comparable al de la
indometacina, con un maximo de inhibicién en la formacién del edema del 49.5%
(Montalvo et al., 1999).



Mata y colaboradores (2004) evaluaron el potencial antibacteriano de la
especie contra la bacteria Mycobacterium tuberculosis. Los resultados obtenidos
permitieron establecer que el extracto elaborado a partir de las hojas inhibe en un
99% el crecimiento de M. tuberculosis a una concentracion de 100 pg/mL, mientras
que el extracto orgénico preparado con los tallos a la misma concentracion de
prueba inhibié en un 95% el crecimiento del microorganismo (Mata et al., 2004).

Posteriormente, en el afio 2007, Déciga-Campos y colaboradores
comprobaron la inocuidad del extracto de CH2Cl>-MeOH (1:1), evaluando su
toxicidad aguda mediante el método de Lorke y su genotoxicidad en el ensayo de
Ames (Déciga-Campos et al., 2007).

En 2012, Pineda y colaboradores reportaron la actividad antifUngica de varios
extractos organicos y el aceite esencial de la planta contra tres hongos
fitopatdgenos de frutas [Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides, Yy
Botryodiplodia theobromae] encontrando que el safrol componente mayoritario
presente en la esencia, es también el compuesto activo (Pineda et al., 2012).

También la actividad antibacteriana de varios extractos de la planta contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella newport, Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus, Shigella flexneri y Salmonella typhi ha sido reportada
(Kunth et al., 2018).

Por otra parte, Neira-Gonzalez et al. (2014) demostré las propiedades
hipoglucemiantes del extracto de hexano preparado a partir de las hojas de la planta
en un estudio de tipo subcrénico utilizando ratas normoglucémicas (Neira-Gonzalez
et al., 2014).

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se determiné que la
administracion oral de la infusion de P. auritum en un modelo hipoglucemiante
agudo, a las dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg, disminuye los niveles de glucosa en
sangre en ratones normoglucémicos; sin embargo, estos resultados no fueron
significativos, con respecto a los controles. En el caso de los ratones
hiperglucémicos (NA-STZ, 50-130 mg/kg, i.p.), la administracion del preparado

tampoco provoco un efecto hipoglucemiante significativo (Palapa, 2019).
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La evaluacion del efecto del extracto acuoso en experimentos de tolerancia
oral a la glucosa y a la sacarosa permitié evidenciar, en la primera serie de
experimentos, un efecto antihiperglucémico significativo. En animales
hiperglucémicos, a la dosis de 316.2 mg/kg el pico posprandial se disminuyo
notablemente, 30 min posterior a la administracion del carbohidrato; mientras que
en animales sanos no se observo un efecto importante. Por otro lado, en los
ensayos de tolerancia a la sacarosa el extracto acuoso no present6 actividad. Este
ultimo efecto permitié establecer que la actividad del preparado no esta relacionada
con una inhibicién de las enzimas a-glucosidasas intestinales, y que posiblemente
involucra a otros blancos terapéuticos (Palapa, 2019).

Este preparado a las dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg mostré un efecto
antinociceptivo importante, al disminuir el tiempo de respuesta que el animal invertia
en lamerse la extremidad administrada con formalina, durante la segunda fase de
esta prueba, siendo la dosis mas alta la que presentdé el mejor efecto al ser
comparado con el control (Palapa, 2019).

En ratones hiperglucémicos (NA-STZ) e hiperalgésicos la infusién (31.6, 100 y
316.2 mg/kg) disminuye considerablemente el tiempo de lamida durante la prueba
de la formalina en ambas fases y con todas las dosis administradas, este efecto fue
comparable al de la gabapentina (31.6 mg/kg) (Palapa, 2019).

En conjunto estos resultados, permitieron establecer que la infusion de P.
auritum ejerce un efecto antihiperglucémico, antinociceptivo, antiinflamatorio y
antihiperalgésico en distintos modelos con ratones, estas propiedades podrian estar
relacionadas con los diferentes reportes del uso tradicional de la planta para el

tratamiento de la diabetes y padecimientos dolorosos (Palapa, 2019).

1.3 Inhibidores de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B) en el tratamiento
de la diabetes.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica multifactorial resultante
de la deficiencia o resistencia a la insulina, esta enfermedad se considera una de

las principales amenazas para la salud humana en el siglo XXI, debido al desarrollo
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de graves complicaciones, que incluyen aterosclerosis, microangiopatias,
disfuncion e insuficiencia renales, anomalias cardiacas, retinopatias diabéticas y
trastornos oculares. Con el aumento de la obesidad en la poblacién en general,
especialmente en adultos jévenes, la prevalencia de la diabetes también se ha
incrementado, redefiniendo a la enfermedad como "diabesidad" u "obesidad"
diabetes mellitus dependiente. Las incidencias de la enfermedad aumentan dia a
dia y se estima que alcancen los 300 millones de casos a nivel mundial para el afio
2025 (Thareja et al., 2012).

Tradicionalmente, la diabetes mellitus se clasifica como diabetes tipo 1 o
diabetes mellitus insulinodependiente (DMT1), enfermedad resultante de una
deficiencia absoluta de insulina debido a la destruccion de las células  pancreéticas
productoras de insulina, y que solo se controla mediante inyecciones subcutaneas
diarias de insulina; y la diabetes tipo 2 (DMT2) también conocida como diabetes
mellitus no insulinodependiente que se caracteriza por presentar elevados niveles
de glucosa en sangre, 0 una accion alterada de la insulina. Esta es la forma mas
comun de DM y se asocia predominantemente con antecedentes familiares de
diabetes, la edad, la obesidad y la falta de ejercicio, siendo mas comun en mujeres,
especialmente en aquellas con antecedentes de diabetes gestacional.

De los diferentes factores que pueden causar el desarrollo de la DMT2 la
resistencia a la insulina es un factor fisiopatolégico que considerar y ocurre en los
musculos, los tejidos adiposos y el higado, conduciendo a una reduccion en la
absorcién y utilizacion de la glucosa y/o a un aumento en la produccion de la
glucosa. Por lo que esta resistencia a la insulina se asocia no solo con la
hiperinsulinemia e hiperglucemia, sino también con otros trastornos, como
aterosclerosis, hipertensién y perfil lipidico anormal, que son denominados en
conjunto, como sindrome metabdlico o asociados a la resistencia a la insulina. Por
lo que, una mejora del organismo frente a la resistencia a la insulina tanto en los
tejidos periféricos como en el higado es uno de los tratamientos prometedores de la
DMT2.

Entre los tratamientos disponibles para mejorar la sensibilidad a la insulina

se encuentran los farmacos, rosiglitazona y pioglitazona, que disminuyen la
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resistencia a la insulina y por lo tanto normalizan los niveles elevados de glucosa en

sangre, aunque son asociados con hepatotoxicidad, aumento de peso y edemas.
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En este escenario, el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos orales para
la DMT2 que disminuyan esta resistencia a la insulina involucra a los inhibidores de
la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B).

Las fosfatasas son un grupo de enzimas que eliminan el grupo fosfato del
sustrato, proceso conocido como desfosforilacion del receptor de tirosina cinasa
(PTP). Por otra parte, la fosforilacion de proteinas de tirosina es un proceso
reversible regulado por las proteinas tirosina cinasas (PTK).

Asi, las PTP, PTK y sus sustratos tejen una elaborada red que mantiene una
buena sefalizacion, asi, el funcionamiento defectuoso o inadecuado de este
complejo conduce a sefiales de fosforilacion y/o desfosforilaciones aberrantes que
contribuyen al desarrollo de muchas enfermedades como el cancer, los trastornos
inflamatorios y la diabetes. De tal manera que, las PTP son las enzimas que
desemperfian un papel importante en la sefializacion celular regulando el estado de
fosforilacion y son consideradas como las dianas para el disefio de nuevas terapias

gue sean capaces de inhibir o modular las actividades de otras enzimas cruciales.
1.3.1 Proteinatirosina fosfatasa 1B (PTP-1B).

La proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B), pertenece a la familia de enzimas
de las PTP, ésta es una enzima monomeérica expresada ubicuamente, con un peso
molecular de 50 kDa compuesta por 435 residuos de aminoacidos, estructuralmente
organizados en un dominio N-terminal formado por dos sitios de union de arilfosfato,
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un sitio catalitico de alta afinidad que contiene el residuo de cisteina nucledfilo y otro
sitio no catalitico de baja afinidad que contiene los residuos Arg24 y Arg254. Por
otra parte, el dominio C-terminal incluye residuos de prolina y residuos de
aminoacidos hidr6fobos 400-435, responsables de ubicar a la PTP-1B en el
citoplasma (Figura 5). En la via de sefializacion de la insulina, la PTP-1B
desfosforila varios sustratos de tirosina, lo que provoca la terminacion posterior de

la cascada del receptor tirosina cinasa.

Figura 5. Proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B).

La unién de la insulina a su receptor (IR) fosforila la subunidad 1 del IRy
provoca la regulacién negativa de esta via de sefalizacion. Ademas, la PTB-1B
controla la interaccion entre los receptores IRS1 e IRS2, que modulan la accién de
la insulina hepética y la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, PTB-1B regula
mediante el mecanismo de desfosforilacién, importantes eventos de sefializacion

celular durante el crecimiento celular, la diferenciacion y apoptosis (Figura 6).
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Figura 6. Regulacion de la accion de la insulina. A nivel del receptor, se han descrito varios
mecanismos de regulacion entre los que se incluyen la desfosforilacién de residuos de
tirosina que participan en la activacion del receptor y en su asociacién con proteinas
adaptadoras, por accion de la PTP-1B (tomado de Gac. Med. Mex. 2017;153, 214-228).

1.3.2 Ejemplos selectos de inhibidores naturales de la PTP-1B.

Los productos inhibidores de la PTP-1B de origen natural pertenecen a
diversas categorias, y en la literatura cientifica se han descrito numerosos ejemplos
aislados a partir de diversas fuentes naturales que incluyen plantas y
microorganismos.

A partir de la especie Broussonetia papyrifera (L.) Vent. fueron aislados varios
derivados de flavonoides como importantes inhibidores de la PTP-1B (Chen et al.,
2002).
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El alcaloide isoquinolinico, berberina, es un inhibidor competitivo de la PTP-
1B recombinante in vitro (valor de Ki = 91.3 nM) (Bustanji et al., 2006).
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La papaverina, es otro alcaloide derivado de isoquinolina con un importante
efecto inhibitorio de la hPTP-1B recombinante (Clso ~ 1.20 uM) que ademas
disminuye de manera significativa los niveles de glucosa en sangre en experimentos

in vivo (Bustaniji et al., 2009).
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Otro grupo de compuestos que inhiben a la enzima PTP-1B con valores de
Clso en el rango de 13.6 a 17.5 uM (Na et al, 2007) y 14.2 a 26.7 uM,

H,CO

respectivamente son derivados de 2-arilbenzofuranos y flavanonas aislados del

género Erythrina (Cui et al., 2007).

16



OH HO : O HO E O
" O ; / / l / O
% O OH OH
OH

2-arilbenzofuranos

| |
0 o OH
HO o . _ HO o . 7 Ho

OH O OH O OH O

flavanonas preniladas

Compuestos aromaticos simples derivados del &cido cindmico también

presentan un importante efecto inhibitorio sobre la PTP-1B (Lakshmi et al., 2009).
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Diterpenos de nucleo ent-kaurano aislados de Acanthopanax koreanum,
también han sido caracterizados por su importante actividad inhibitoria contra la
PTP-1B (Na et al., 2006).
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Triterpenos derivados del acido oleandlico inhiben a la PTP-1B con valores
de Clso en el rango entre 6.8 y 12.8 uM (Na et al., 2006).
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R1 = (X,OH, R2 = CHon
R1 = BOH, R2 = CH3
R1 = O, R2 = CH3

Los derivados de antraquinona aislados de las raices de la especie medicinal
china Saussureae radix presentan una actividad moderada como inhibidores de la
hPTP-1B recombinante (Li et al., 2006).

OH O OH
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0
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Finalmente, otros ejemplos importantes de mencionar son los compuestos
defostatina (Streptomyces sp) e hyrtiosal (Hyrtios erectus, esponja marina), este
altimo compuesto merece particular atencion porque ademas de actuar como un
inhibidor no competitivo de la PTP-1B (Clso = 4.2 uM), actta sobre la activacion del
complejo PI3K/AKT, en el transporte de glucosay en la sefializacion de TGF/Smad?2
(Imoto et al., 1993).

CHO
OH NO H OH
OH
defostatina hyrtiosal
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2. Justificacion y Objetivos

El presente trabajo de investigacion forma parte de un proyecto enfocado en
la busqueda de metabolitos secundarios de origen vegetal, con un efecto sobre la
enzima proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B) con un posible uso en la terapéutica
para el tratamiento de la diabetes (Rangel-Grimaldo et al., 2020; Salinas-Arellano et
al., 2020; Diaz-Rojas et al., 2021 y referencias ahi citadas).

En este contexto, el objetivo general es realizar la investigacion quimica de
la fraccion soluble de acetato de etilo de la infusién de las hojas de Piper auritum
Kunth (Piperaceae) con la finalidad de aislar e identificar a los compuestos con

actividad inhibitoria sobre la enzima PTP-1B.

Para el cumplimiento de este objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

a) Realizar la preparacion del extracto acuoso a partir de las hojas de P. auritum
mediante la técnica de infusion.

b) Realizar el fraccionamiento preliminar del extracto acuoso mediante la técnica de
reparto utilizando acetato de etilo como disolvente.

c) Realizar el estudio quimico de la fraccion soluble de acetato de etilo utilizando
métodos cromatograficos convencionales (CC, CCDP y/o HPLC).

d) Establecer la naturaleza quimica de los principios aislados aplicando técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

e) Realizar la evaluacion de la actividad inhibitoria de los metabolitos puros aislados

contra la enzima PTP-1B.
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3. Parte experimental

3.1 Ensayos biolégicos.

3.1.1 Evaluacion de la actividad inhibitoria sobre la enzima proteina tirosina
fosfatasa 1 B (PTP-1B).

La evaluacion de la actividad sobre la enzima proteina tirosina fosfatasa 1B
(PTP-1B) se realiz6 utilizando a la enzima hPTP-1B recombinante expresada en el
gen PTPN1 (proteina no tirosina fosfatasa no receptora tipo 1 de Homo sapiens, 1D
gen: 5770) (Rangel, 2020 y referencias ahi citadas).

Procedimiento. Brevemente, todas las muestras y controles a ensayar se
disolvieron en DMSO, MeOH o solucion amortiguadora Tris-HCI (20 mM, pH 7). El
ensayo se realizé en placas de Elisa de 96 pozos (250 uL de capacidad), cada
muestra de prueba en alicuotas entre 1-10 L, por triplicado, se incubaron durante
5 minutos a temperatura ambiente con 5 uL de la solucion enzimética (1.56 pug/mL).
A continuacion, se adicionaron 10 uL del sustrato p-nitrofenil fosfato (pNPP; 30 mM);
enseguida se determiné la absorbancia de las muestras, a tiempo cero, utilizando
un lector de placas de ELISA, marca BIORAD modelo 680 a 415 nm.
Posteriormente, la placa se incubé durante 15 min a 25°C; transcurrido este tiempo,
se determind la absorbancia con la finalidad de estimar el contenido de p-nitrofenol.
La actividad de la enzima se determind como el porcentaje de inhibiciébn en

comparacion con el blanco (Tris-HCI) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% PTP-1B =1 — (A41st — A41sc) x 100

Donde: %PTP-1B es el porcentaje de inhibicidn, Asist s la absorbancia corregida
(final As1s - inicial As1s), Y Aaisc es la absorbancia del blanco (final Asis - inicial Aazs).
Los valores de Clso (concentracion requerida para inhibir en un 50% la
actividad de la enzima) se calcularon a partir del ajuste de las curvas obtenidas del
porcentaje de inhibicidn vs concentracion, utilizando el programa Origin 8.0.
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3.2 Estudio quimico de la infusion de Piper auritum.

3.2.1 Material vegetal.

Las hojas de la especie medicinal Piper auritum Kunth (Piperaceae) se
adquirieron comercialmente en el mercado de Sonora, en la Ciudad de México, en
Julio del 2019. La planta adquirida es cultivada en la comunidad de Ayala en el
municipio de Huautla, en el estado de Morelos, para su comercializacion en
diferentes mercados de la zona centro del pais. La identidad y la clasificacion de la
especie la realiz6 el M. en C. Sergio Palapa, una muestra de referencia (Voucher:
1457311) se depositd en el Herbario Nacional (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM.

3.2.2 Procedimientos generales de andlisis.

3.2.2.1 Analisis cromatograficos.

La cromatografia en columna abierta (CC) se realiz6 en columnas de vidrio
sobre gel de silice Kieselgel 60 Merck (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, malla
70-230 um ASTM), utilizando diferentes sistemas de elucion.

Los andlisis cromatograficos por cromatografia en capa fina de tipo analitico
(CCD) y preparativo (CCDP) se realizaron sobre placas de aluminio y/o de vidrio de
0.25 mm de grosor recubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, malla 3.5-7.0 um
ASTM) de diferentes dimensiones; estos analisis se realizaron de acuerdo con las
técnicas convencionales y empleando diversos sistemas de elucion (Spangenberg
et al.,, 2011). Como agente revelador se empled una solucion de sulfato cérico
amoniacal. Para desarrollar el color fue necesario calentar a 110°C las
cromatoplacas durante un minuto.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se realiz0 en un
cromatégrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters) equipado con los detectores
PDA (arreglo de fotodiodos) y ELSD (evaporativo de dispersion de luz), una bomba

cuaternaria, un sistema de inyeccion automatico y/o manual, y un recolector de
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fracciones automético. El control del equipo, la adquisicion de datos, el
procesamiento y la manipulaciéon de la informacion se realizaron utilizando el
programa Empower 3 (Waters). Los andlisis a nivel analitico se realizaron a una
temperatura de 40°C y a nivel preparativo a temperatura ambiente. La purificacion
de los compuestos se realiz6 empleando una columna empacada con gel de silice
(XBrigde® silice gel) con un tamafio de particula de 5 um, con un diametro interno
de 19 mm y una longitud de 250 mm. La elucion se realiz6 en un sistema gradiente
con una mezcla binaria constituida por H20 (0.1% FA) (A)-ACN (B). Gradiente de
elucién: 0 min; 20% B a 60% B en 20 minutos con un flujo de 17.1 mL/min. Las
longitudes de onda (1) utilizadas para la deteccion de los compuestos fueron 254 y
285 nm.

3.2.2.2 Caracterizaciéon de los productos naturales.

De manera general la caracterizacion de los productos aislados se realiz
mediante la aplicacion de métodos espectroscépicos y espectrométricos. El registro
de los espectros se efectud en el Instituto de Quimica, UNAM.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 400 MHz (*H) /
100 MHz (*3C) se registraron en un equipo Varian Innova 400. Los desplazamientos
quimicos (8) se expresan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS), utilizado
como estandar interno, utilizando CDCls, DMSO-de 0 CH3OH-d4 como disolventes.

Los espectros de masas generados por la técnica de ionizacion por
electrospray (ESI) en los modos positivo y negativo se registraron en un
espectrometro de masas SQD2 con un barrido de 100 a 1000 unidades de masa-

carga (m/z) por segundo.

3.2.3 Preparacion del extracto acuoso.

La preparaciéon del extracto acuoso se realizd a partir del material vegetal
seco y molido (hojas, 5.0 g), mediante la técnica de infusion, empleando 250 mL de

agua hirviendo. Posteriormente, este extracto, se dejo reposar a temperatura
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ambiente durante 20 minutos y se filtr6. Al cabo de la filtracion, el extracto acuoso
se sometid a un proceso de reparto utilizando AcOEt como disolvente (2 x 250 mL).
Las fases organicas resultantes se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentraron al vacio. Este proceso se repitié cuantas veces fue necesario hasta
obtener la cantidad de 1.4 g de un residuo café para la realizacion del estudio

quimico.

3.2.4 Fraccionamiento de la fraccién soluble de acetato de etilo.

La fraccién soluble de acetato de etilo (1.3 g) se sometié a un fraccionamiento
mediante una CC utilizando como adsorbente gel de silice (225 g). El proceso de
elucién se efectud utilizando hexano, mezclas de Hex-AcOEt, AcOEt y mezclas de
AcOEt-MeOH en orden creciente de polaridad. Este proceso cromatografico genero
un total de 280 fracciones, de 75 mL cada una, que fueron reunidas de acuerdo con
su similitud cromatogréafica en un conjunto de 21 fracciones primarias (F1-Fz1). En el
Esquema 1 se resumen los procesos de extraccion y fraccionamiento de las hojas

de P. auritum.

3.2.4.1 Aislamiento y purificacion del metoxi-eugenol (1).

El aislamiento y la purificacion de los constituyentes individuales presentes
en la fraccion Fa4 [35 mg; Hex-AcOEt (9:1)] se realiz6 mediante una CCDP utilizando
como sistema de elucidbn una mezcla de benceno-AcOEt (1:1). Este proceso
permitié la obtencion de 5.4 mg de un aceite amarillo caracterizado como el metoxi-

eugenol (1).
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Piper auritum (hojas)

1. Extractoacuoso (Infusién)
2. Repartocon AcOEt

Fraccion acuosa * Fraccion de AcOEt
3. CCde gel desilice
Gradiente de elucion (Hex-AcOEt-MeOH)
FiFs *F(35mg)  Fofig  *Fi(200mg) P
4. CCD preparativa 5. HPLC
Benceno-AcOEt(1:1) H,0(0.1% FA)-ACN (8:2)
metoxi-eugenol (5.4 mg) compuestos 2-5

* muestras activas contra la enzima PTP-1B

Esquema 1. Extraccion y fraccionamiento de la infusion de las hojas de P. auritum.

3.2.4.2 Aislamiento de los productos 2-5.

Con lafinalidad de obtener los principios mayoritarios presentes en la fraccion
primaria activa Fie (100 mg), se realizo una separacion mediante cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC). ElI cromatograma resultante se ilustra en la
Figura 7 y como se puede observar, la fraccion contenia cuatro picos mayoritarios
identificados como 2 (2.6 mg; tr 6.2 min), 3 (2.5 mg; tr 6.9 min), 4 (3.5 mg; tr 8.0
min) y 5 (5.6 mg; tr 8.5 min).
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Figura 7. Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccion Fis. Condiciones de
analisis: Columna XBrigde®; Sistema de elucién H,O (0.1% FA) (A)-ACN (B) desde 20% B
a 60% B en 20 min; flujo: 17.1 mL/min; Detector UV/visible, A 270 y 285 nm.
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4. Resultados y Discusion

La seleccidon de la especie P. auritum se realiz6 con base en los trabajos
previos realizados en nuestro grupo de investigacion, con la finalidad de completar
el estudio quimico de la infusion, el preparado mas utilizado en las préacticas
meédicas populares (Palapa, 2019). Los extractos organico y acuoso de la especie
objeto de estudio fueron evaluados previamente para establecer su potencial
antidiabético, antiinflamatorio y analgésico, en estas evaluaciones se pudo
establecer que la planta ejerce un efecto antihiperglucémico, antinociceptivo,
antiinflamatorio y antihiperalgésico en distintos modelos con ratones, validando el
uso tradicional de la planta para el tratamiento de la diabetes y padecimientos
dolorosos (Palapa, 2019).

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se siguié el siguiente
protocolo:

1.- Preparacion y fraccionamiento del extracto acuoso mediante las técnicas de
infusion y de reparto con AcOEt, respectivamente.

2.- Evaluacion in vitro del potencial inhibitorio de la fraccion soluble de AcOEt sobre
la enzima PTP-1B.

3.- Realizacion del fraccionamiento de la fraccion soluble de AcOEt mediante CC.
4.- Aislamiento y purificacion de los constituyentes mayoritarios presentes utilizando
procesos cromatograficos convencionales.

5.- Caracterizacion de la estructura quimica de los constituyentes activos mediante
la aplicacion de métodos espectroscépicos y espectrométricos.

6.- Evaluacion de los compuestos puros aislados sobre la enzima PTP-1B.

La evaluacién de la fraccion soluble de AcOEt utilizando el ensayo descrito
en el inciso 3.1.1 permiti6 establecer que la muestra presenta una excelente
actividad inhibitoria contra la enzima PTP-1B (90% de inhibicion). Como control
positivo se empled al acido ursolico (1 mM). Con base en este resultado se
establecio que la muestra posee principios activos inhibidores de la enzima PTP-
1B.
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Posteriormente, con la finalidad de separar y purificar a los constituyentes
activos presentes en la fraccion soluble de AcOEt, se realizo6 su fraccionamiento.
Para ello, 1.3 g de la muestra se sometieron a un fraccionamiento primario mediante
una CC utilizando gel de silice como fase estacionaria. Este proceso genero 21
fracciones primarias.

A partir de la fraccion F4 se purifico, mediante sucesivas CCDP, al metoxi-
eugenol (1; 0.028%). Por otra parte, la resolucion por HPLC (Esquema 1 y Figura
7; parte experimental) de la fraccion primaria Fi9 (100 mg) condujo al aislamiento
de los compuestos 2-5 con un rendimiento, relacionado al peso seco del material
vegetal de 0.013, 0.012, 0.017 y 0.028%, respectivamente. Los compuestos 2-3 se
identificaron mediante la comparacion de sus constantes fisicas y espectroscopicas
con aquellas registradas para muestras auténticas (Girish et al., 2016). En tanto que
los productos 4-5 se encuentran en proceso de caracterizacion.

En consecuencia, en la presente seccion se discutiran los aspectos mas
relevantes de la elucidacién estructural de los productos caracterizados
inequivocamente, asi como los resultados preliminares obtenidos de la evaluacion

in vitro realizada.
4.1 Caracterizacion de los productos aislados.

De manera general, la elucidacién estructural de los compuestos obtenidos
en el presente estudio se realiz6 mediante la aplicacion de métodos modernos de

espectroscopia y de espectrometria.

4.1.1 Caracterizacién del metoxi-eugenol (1).

2
H,CO =

HO 6
OCHj

metoxi-eugenol (1)
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El metoxi-eugenol (1) fue aislado como un residuo aceitoso. La informacion
proporcionada por los espectros de RMN permitieron comprobar que el producto 1
presenta el perfil tipico de un fenilpropanoide (Bohlmann et al.,1983,1985; Fuzzati
et al.,1995: Sugimoto et al., 1995, inter alia). Las caracteristicas mas importantes
observadas en el espectro de 'H-RMN se resumen a continuacion:

1.- En du 6.4 (s, H-2 y H-6) se observan dos sefiales simples asignables a dos
protones del anillo aromatico del nucleo base, diagndsticos con la presencia de un
anillo aromatico trisustituido.

2.- En o1 3.88 se aprecian dos singuletes correspondientes a la presencia de dos
grupos metoxilo.

3.- Finalmente, los espectros contienen sefales diagnésticas para la cadena
propanoide del nucleo base las cuales se observan como sistema ABCX. La parte
ABC corresponde a los hidrégenos de una doble ligadura terminal y las absorciones
correspondientes aparecen en: én 5.08 (m, H-3a’), 5.39 (d, J = 17.0, H-3b’) y 5.95
(td, J=6.9y 17.1 Hz, H-2") en el espectro de RMN-1H (Espectro 1). La parte X del
sistema se asigna a los protones bencilicos presentes de la cadena lateral (6+ 3.32,
d, H-1’). Con base en las evidencias presentadas el producto natural fue
caracterizado como el 1-(2'-propeno)-3,5-dimetoxi-4-hidroxi-benceno, y designado
con el nombre trivial de metoxi-eugenol (1). El eugenol es un principio ampliamente
utilizado en la industria perfumera, en la industria alimenticia (como agente de
sabor), en la industria agricola (como insecticida) y en la medicina (en la preparacion
de cemento dental y como anestésico local) (Houghton; 2001), y su derivado
metilado 1 fue aislado por primera vez de la especie relacionada Piper divaricatum
G. Mey, y a la fecha este es el segundo reporte de su aislamiento como producto

natural.
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OCH,-3
OCH,-5

2 1
HaCO =
HO &
OCHs
H-2, H-6
CDCl,
H2' H-1
A
Lok " “ JL_A‘
7.0 6.0 5.0 40 3.0

Espectro 1. 'H-RMN del metoxi-eugenol (1) (CDCIlz, 400 MHz).

4.1.2 Caracterizacion de la vitexina (2).

La vitexina (2), fue aislada como sélido amarillo. Las constantes
espectroscopicas y espectrométricas del producto se resumen en la Tabla 1. Las
constantes antes mencionadas, asi como consideraciones de tipo
quimiotaxonémico, permitieron sugerir la naturaleza flavonoide del compuesto
(Girish et al., 2016).

El espectro de masas generado por la técnica de electrospray, del compuesto
2 permitié establecer un ion molecular en una relacion masa-carga (m/z) en los
modos positivo y negativo de [M + H]* 433.23 y [M — H]- 431.21 uma, el cual

corresponde a la formula C21010H2o0.
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Tabla 1. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la vitexina (2).

Férmula molecular C21010H20
EM-ESI m/z [M + H]* 433.23
[M — H]- 431.21
RMN-1H (DMSO-ds) 400 MHz 13.17 (s, 5-OH), 8.03 (d, J = 9.0 Hz, H-
(Espectro 2) 2', H-6"), 6.89 (d, J = 9.0 Hz, H-3', H-5"),

6.79 (s, H-3), 6.27 (s, H-6), 5.02 (sa, H-
1"), 4.68 (m, H-2"), 3.84-3.24 (H-3"-H-

6").
RMN-3C (DMSO-ds) 100 MHz 182.1 (C-4), 164.0 (C-2), 162.7 (C-7),
(Espectro 3) 161.2 (C-4"), 160.4 (C-5), 156.0 (C-9),

129.0 (C-2', C-6)), 121.6 (C-1'), 115.9
(C-3', C-5, 104.6 (C-8), 104.1 (C-10),
102.5 (C-3), 98.2 (C-6), 81.9 (C-5"),
78.7 (C-3"), 73.4 (C-1"), 70.9 (C-2",
70.5 (C-4"), 61.3 (C-6").

El andlisis detallado de los espectros de RMN (Espectros 2 y 3) permitieron
evidenciar que el producto es un C-glucésido de flavona. Las caracteristicas mas
relevantes observadas en los espectros se indican a continuacion:

1.- En on 13.17 (S) se observa una sefal asignable para un grupo hidroxilo. El
desplazamiento quimico observado para esta sefial sugiri6 que el hidroxilo se
encuentra quelatado con un grupo carbonilo.

2.- En 61 8.03 (d, J = 9.0 Hz) y 6.89 (d, J = 9.0 Hz) se observa un sistema A2B>
congruente con la presencia de un anillo aromético para sustituido. Este anillo es
asignable al anillo B ubicado en la posicion C-2 del nucleo flavonoide, con la

presencia de un grupo hidroxilo en C-4'.
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3.- De manera adicional, en la region aromatica se aprecia una sefal simple en én
6.27 (s, H-6).

4.- En 81 6.79 (s, H-3) se observa un singulete asignable al protén H-3 de la flavona.
5.- Finalmente, en 61 3.16-4.67, se aprecian un conjunto de sefales caracteristicas
con la presencia de un residuo de B-D-glucosa. Con base en las evidencias
presentadas, el compuesto 2 se identific6 como la vitexina, flavona previamente
descrita en la especie Piper marginatum Jacq. (Parmar et al., 1997). Cabe destacar
qgue el aislamiento de este metabolito a partir de P. auritum constituye el primer

reporte de su presencia en esta especie.

5-OH H-3 H-6

H-2', H-6' H-3", H-5'

Espectro 2. 'H-RMN de la vitexina (2) (DMSO-ds, 400 MHZ).

31



c-4

g c-1
ca || &7 c-8 c-1”

C-3”
C-3
C-6

T T T T T T T T T T T

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

Espectro 3. 13C-RMN de la vitexina (2) (DMSO-ds, 100 MHz).

4.1.3 Caracterizacion de la 7-O-metil-vitexina (3) y su isémero estructural (4).

El producto 3 se aislé como un liquido aceitoso amarillo. El analisis detallado
de los espectros de RMN resultaron muy similares a los de la vitexina (2) en ambos
casos permitieron evidenciar que ambos productos son derivados de flavona. La
EM-ESI del producto natural permitié determinar la formula molecular del compuesto
como C22010H22 que permite doce grados de insaturacion. El ion molecular fue
observado en una relacion de masa-carga (m/z) en los modos positivo y negativo
de [M + H]* 447.27 y [M — H] 445.25 uma. Los espectros de RMN (Tabla 2;
Espectro 4) de 3 presentaron el perfil caracteristico de un C-glicésido de flavona
(Girish et al., 2016), observandose las siguientes sefales en el producto 3:

a) En la regiéon aromatica del espectro de 'H-RMN se aprecian un conjunto de
sefiales para un sistema A2B2 para sustituido [6x 7.96 (H-2', H-6'), 6.91 (H-3', H-5")]
y dos sefiales simples en [61 6.59 (H-3) y 6.47 (H-6)].

b) En la regién comprendida en el intervalo 5+ 4.9-3.4 en el espectro de *H-RMN se
aprecian sefales para un residuo de B-D-glucosa. Asi, la principal diferencia entre

los espectros de RMN de los productos 2 y 3 radica en el desplazamiento a campos
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bajos de la sefial simple en (61 6.47, H-6) en 3. Estas observaciones, aunadas a la
diferencia de 14 unidades de masa en el EM permitieron establecer que el producto
3 es el 7-O-metil derivado de la vitexina designada con el nombre trivial de
isoswertisina (3). Este producto fue aislado previamente de la especie Peperomia
obtusifolia L. (Mota et al., 2011) y las constantes espectroscopicas Yy
espectrométricas se encuentran en perfecta armonia con las descritas en la
literatura.

En el caso de los productos 4 y 5, los iones moleculares observados en los
espectros de masas en los modos positivo y negativo fueron [M + H]* 447.27 y [M —
H]- 445.25 uma y [M + H]" 461.30 y [M — H]- 459.28 uma, respectivamente. Los
datos espectrométricos del producto 4 permiten establecer que este compuesto es
un isémero estructural del compuesto 3. Sin embargo, a la fecha la caracterizacién

estructural de estos productos se encuentra en proceso.

OCH,
H-6
H-3", H-5
H-3
H-2', H-6
H-1"
' |
» “ WU
- -Jm-l.'.‘- J-.A.L_...-A.",.L uh._.l\Ju_.—-_—. e My l\—L..—‘--—‘“—-’ “b-l..__‘ha— N
H-3"-H-6"
9.0 8.0 70 6.0 5.0 40 3.0

Espectro 4. 1H-RMN de la 7-O-metil-vitexina (3) (CH3OH-d4, 400 MHZz).

33



Tabla 2. Constantes espectroscopicas y espectromeétricas de la 7-O-metil-vitexina

(3).

Férmula molecular
EM-ESI m/z

RMN-!H (CH3OH-d4) 400 MHz
(Espectro 4)

C22010H22

M + HJ* 447.27

[M — H]- 445.25

7.96 (2H, H-2', H-6"), 6.91 (2H, H-3', H-
5", 6.59 (1H, s, H-3), 6.47 (1H, s, H-6),
3.90 (s, OCHs), 4.9-3.4 (B-D-glucosa).
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4.2 Efecto de los productos naturales sobre la enzima PTP-1B.

Para determinar el efecto de los compuestos aislados sobre la enzima
proteina  tirosina fosfatasa 1B  (PTP-1B) se utiliz6 un ensayo
espectrofotocolorimétrico utilizando como sustrato p-nitrofenil fosfato (p-NPP)
(Rangel, 2020 y referencias ahi citadas). Este método se basa en la cuantificacion
del p-nitrofenol generado a partir de la hidrolisis del sustrato p-NPP en presencia de
la PTP-1B. La cantidad de p-nitrofenol cuantificado correlaciona directamente con
la actividad de la enzima.

Los resultados de las determinaciones (Tabla 3) indican que todos los
productos evaluados 2-5 inhiben la actividad de la enzima PTP-1B de manera
dependiente de la concentracion. El compuesto 5 presento la mayor actividad con
un valor de Clsp = 0.31 + 0.16 mM, comparado con el 4cido ursélico (Clso = 0.012 +
0.0037 mM), conocido inhibidor de la PTP-1B empleado como control positivo
(Jiménez et al., 2020).

En conjunto estos resultados indican que estos productos al igual que otros
flavonoides reportados en la literatura presentaron una actividad significativa contra
la enzima PTP-1B.

Tabla 3. Efecto inhibitorio de los compuestos 2-5 aislados de P. auritum sobre la

actividad de la enzima PTP-1B.

Muestra Actividad (% de inhibicién) Clso (mM)
200 ppm 1000 ppm
Vitexina (2) 43.8 86.8
7-O-metil-vitexina (3) 92.2 98.6
Compuesto 4 88.6 100
Compuesto 5 0.31+0.16

Las flavonas caracterizadas como los componentes mayoritarios en la infusion

de la planta podrian contribuir de manera importante con los efectos
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antihiperglucémico, antinociceptivo, antiinflamatorio y  antihiperalgésico
relacionados con los diferentes reportes del uso tradicional de la planta para el
tratamiento de la diabetes y padecimientos dolorosos (Palapa, 2019).

En numerosos estudios farmacologicos reportados en la literatura se ha
demostrado el potencial terapéutico de la vitexina (2) como un importante agente
antioxidante, antimicrobiano, antiviral, antinociceptivo, con propiedades
antiinflamatorias. Otros estudios describen su efecto antineoplasico, antidiabético,
y para tratar déficits cognitivos, depresores y trastornos metabdlicos. Asi como su
efecto protector contra algunas enfermedades cardiovasculares y el Alzheimer
(Miao et al., 2016).

Otros reportes describen el potencial de la 7-O-metil-vitexina (3) como agente
antiinflamatorio, antioxidante, antidiabético, hepatoprotector y antidepresivo.
Ademas, se reporta su actividad contra el virus respiratorio sincitial (VRS), inhibidor
de la enzima ureasa, de interés en el tratamiento de la enfermedad del Alzheimer y

otros padecimientos endocrinos (Peng et al., 2013).
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5. Conclusiones

a) La especie medicinal Piper auritum es una fuente potencial de compuestos

activos, de interés en la terapéutica para el tratamiento de la diabetes.

b) El fraccionamiento de la infusion obtenida a partir de las hojas de P. auritum
permitié el aislamiento y la caracterizacion de un fenilpropanoide (metoxi-eugenol,
1) y de cuatro metabolitos pertenecientes a la categoria de los flavonoides, dos de
ellos caracterizados como la vitexina (2) y la 7-O-metil-vitexina (3), y los productos
4y 5 se encuentran en proceso de caracterizacion. Los compuestos 2-5 presentan

una importante actividad inhibitoria sobre la enzima PTP-1B.
c) Finalmente, el presente trabajo constituye una aportacion original al conocimiento

quimico y a la actividad biolégica como inhibidores de la enzima PTP-1B de los

compuestos aislados a partir de la especie objeto de estudio.
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6. Perspectivas
a) Finalizar la caracterizacion de los productos 4 y 5 aislados en el presente estudio.
Es importante destacar que el compuesto 5 present6 la mejor actividad contra la

enzima PTP-1B con un valor de Clso de 0.31 mM.

b) Realizar el célculo de las concentraciones inhibitorias medias (Clso) de los

productos 2-4 evaluados contra la enzima PTP-1B.

c) Completar el perfil cromatografico por HPLC de la fraccion soluble de AcOEt para

identificar a los demas componentes presentes en el preparado analizado.

d) Finalizar el estudio quimico de la fraccion soluble de AcOEt.
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