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1. ANTECEDENTES
1.1.Distribucién y Taxonomia del género Peperomia

El género Peperomia pertenece a la familia Piperaceae y fue nombrado asi por
los botanicos espafioles Hipdlito Ruiz Lopez y José Antonio Pavon y Jiménez en el afio
de 1794. Desde las primeras descripciones que hicieron estos botanicos, hasta el dia
de hoy existen alrededor de 1500 especies registradas, lo que lo convierte en el
segundo mas abundante de la familia, después del género Piper (Vergara-Rodriguez,
et al., 2017). Etimolégicamente el nombre Peperomia hace alusion a su semejanza con
las inflorescencias de la pimienta negra: en griego Peper-homoios que significa
“parecido a la pimienta” (Samain, et al., 2007).

El género incluye especies epifitas que corresponden al 43% del total y existen
en menor cantidad, terrestres, rupicolas y gedfitas (Zotz, 2016; Zanotti y Biganzoli,
2010). La mayoria de las especies de este género tienen distribucién pantropical y en
nuestro continente se encuentran principalmente en México, Centro y Sur de América
(Figura 1). Alrededor del mundo se encuentran también en Africa, Asia y Oceania
(Vergara Rodriguez, 2013; Gutiérrez, et al., 2016).

En el caso de México, su presencia es sumamente relevante ya que nuestro
pais ocupa el quinto lugar a nivel mundial en riqueza de especies de Peperomia, con
131 contabilizadas hasta la fecha. De este total, la mayoria de ellas se concentran en
los estados del Este-Sureste mexicano (Figura 2): Veracruz con 60 especies
registradas, Chiapas con 78, Oaxaca con 68, Puebla con 35, Hidalgo con 29, San Luis
Potosi con 25, Tabasco con 20 y Tamaulipas con 19 (Vergara-Rodriguez, 2017,
Villasefor, 2016).

Figura 1. Distribuciéon geografica mundial del género Peperomia (tomado de: Fajado Ramos, 2017).



1.2. Etnobotanica de especies de Peperomia en México

Siendo los estados de Veracruz, Oaxaca y Chiapas los que registran la mayor

cantidad de especies, es comprensible que poblaciones tanto rurales como indigenas

de estos estados hayan incorporado a sus practicas médicas tradicionales el uso de

algunas de ellas. También, su consumo como alimento es destacado y muchas son

consumidas solas y frescas, como acompafiamiento en las comidas (Martinez-Bautista,

et al., 2019; Vergara-Rodriguez, et al., 2017). Destacan también los usos ceremoniales

0 sobrenaturales, ya que algunas de ellas son usadas para adornar santos, altares o

para “barrer” a las personas y quitar el “mal de o0jo”. En la Tabla 1 se resumen algunos

de los usos documentados en México de especies del género.

Tabla 1. Especies de Peperomia usadas en México.

Nombre

Estudios

Especie " Uso popular Distribucion o Referencia
comun farmacoldgicos
P. alpina " Medicinal (granos en . - Martinez-Bautista,
NR la piel: Oaxaca) Chiapas y Oaxaca etal, (2019)
Campeche, Chiapas,
P. angustata N Medicinal (re}J m.as, ngll'gt(;?'b,o(gﬁ?nct;a o Vergara Rodriguez,
Kunth NR dolor de oido: Roo, San Luis Potosi (2013)
Veracruz) ’ Y
Tabasco, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan
Chiapas, Coahuila, Martinez-Bautista,
Colima, Hidalgo, etal., (2019)
Medicinal (ansiedad y Jalisco, Nuevo Leon, Villasefior, (2016)
P. blanda NR 4nico: O Oaxaca, Querétaro, ** Velozo, et al.,
panico: Oaxaca) San Luis Potosi, (2009)
Tamaulipas y Zhang, et al.,
Veracruz (2020)
P. clavigera NR* Medicinal (dolor de Oaxaca e Martinez-Bautista,
estomago: Oaxaca) etal., (2019)
Medicinal (El jugo de
Bejuco del la planta Oaxaca, Puebla y Zamora-Martinez
P. collocata . sobre espinillas ’ * ’
nacido Veracruz etal., (1992).
(Oaxaca, Puebla y
Veracruz)
Chiapas: Medicinal
(trastornos Meckes, et al
P. galioides NR* gastrointestinales y Chiapas > 19é5 "
enfermedades
respiratorias)
Comestible (las hojas . .
frescas se a(gregarjl a . Martinez-Bautista,
P. NR* frijoles cocidos Chiapas, Oaxaca y o etal., (2019)
hernandiifolia L. Veracruz Villasefior, (2016)
tamales y memelas:
QOaxaca)
Medicinal (lceras Chiapas, Colima, Sanchez-Mendoza,
P. hispidula Lenteja CDMX, Durango, Efecto gastroprotector et al., (2015)

gastricas: Chiapas)

Guerrero, Hidalgo,

Villasefior, (2016)




Jalisco

, Edo. de

México, Michoacan,
Morelos, Oaxaca,
Querétaro, Tabasco y

Veracruz
Clr!r?grﬁg gel Comestible Vergara Rodriguez,
P. hobbitoides . (condimento: Veracruz ** (2013)
cilantro de
la roca. Veracruz)
Medicinal (Se ponen
hojas machacadas Chiapas, Guerrero,
3 Hierba del directamente sobre la 'Edo. de México,
P. humilis reuma parte afectada; para Michoacan, Oaxaca, > Zamora-Martinez,
’ aliviar los reumas: Puebla, Quintana Roo etal., (1992)
Oaxaca, Puebla y y Veracruz
Veracruz)
Sopa- Ordodinez Diaz,
P. lenticularis causasa, Alimenticio: Hidalgo Chiapas e Hidalgo ** (2018)
cumazani Villasefor, (2016)
Chiapas, CDMX,
Colima, Durango,
- Guanajuato, Martinez-Bautista,
“(Aj.ed'c'n"_’“ (dolor d? Guerrero, Hidalgo, etal., (2019)
NR* |entes.. anaca), Jalisco, Edo. de > Vergara Rodriguez
Medicinal y L 9 guez,
México, (2013)

P. leptophylla

comestible: Veracruz

Michoacan, Morelos,
Nayarit, Oaxaca,
Puebla y Veracruz

P. maculata

Cilantro de

monte o
najashuio
macho

Comestible: Puebla y

Veracruz

Puebla y Veracruz

*k

El aceite esencial

Palmarola, et al.,
(2012)

Vergara Rodriguez,

P. maculosa

Oreja de
burro,
oreja de
leén

Comestible: sureste
del pais, medicinal

(en la erisipela:
Veracruz)

Chiapas, Michoacan,
Edo. de México,
Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis
Potosi y Veracruz

Campeche, Chiapas,

presenta actividad
inhibitoria de la lipasa
y antibacteriana
contra S. aureus y E.
faecalis

(2013)
Villa-Ruano, (2018)
Villasefior, (2016)

Da Silva Mota,

P. obtusifolia

NR

Oaxaca: Ceremonial y
para enfermedades

como “mal aire”, “mal
de 0jo”, "susto", para

de filiacién cultural

” o«

altares de santos

Durango, Hidalgo,
Jalisco, Guerrero,
Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San
Luis Potosi, Sinaloa,
Tabasco y Veracruz

Actividad contra
epimastigotes de la
cepa Y de T. cruzi (Cl
=504.3 mg/ mL)

*%*

(2009)
Martinez-Bautista,
etal., (2019)
Vergara Rodriguez,
(2013)

Martinez-Bautista,

Comestible (Se
agrega a los frijoles

Chiapas y Oaxaca.

etal., (2019)

P. pecuniifolia NR*
cocidos: Oaxaca)
Campeche, Chiapas,
Guerrero, Jalisco, Actividad inhibitoria in
Tsuxk Huaj Inflamacién y Edo. de México, vitro contra COX-1 Heinrich, (2000)
P. pellucida Aptx (mixe) problemas Nayarit, Oaxaca, actividad Vergara Rodriguez,
’ hierba de dermatoldgicos Puebla, Quintana antiinflamatoria (2013)
la vaca (erisipela: Veracruz) Roo, Sinaloa, (ensayo de HETCAM)
Tabasco, Veracruz y
Yucatan
Cilantro de Veracruz y Puebla: Chiapas, Guerrero Martinez-Bautista,
p . monte o Comestible . ’ ’ e etal., (2019)
. peltilimba ) : . e Hidalgo, Oaxaca,
najashuio Oaxaca: Medicinal Puebla. Querétaro Palmarola, et al.,
hembra, (pies inflamados), ’ ’ (2012)
3




tequelite, Veracruz: Veterinario San Luis Potosi y Vergara Rodriguez,
tepoquelite | (remueve gusanos en Veracruz (2013)
vacas) y ceremonial Villasefior, (2016)
Oaxaca: Comestible, Actividad citotéxica De Souza
P. . X . Santos, et al.,
quadrangularis NR* ceremonial y Oaxaca contra células: HCT- (2020)
medicinal, para el mal 116, SNB-19, PC3, Marti Bautist
aire HL60, y MCF-7 arinez-wausia,
’ etal., (2019)
Campeche, CDMX,
Chiapas, Coahuila, Martinez-Bautista,
Oaxaca: Alimenticio Durango, Guerrero, etal., (2019)
vetérinario ’ Hidalgo, Jalisco, Edo. Rangel-Landa, et
P. quadrifolia Verdolaga L México, Michoacan, > al., (2016)
ceremonial y Morelos. O V. Rodri
medicinal orelos, Oaxaca, ergara Rodriguez,
Puebla, Querétaro, (2013)
Tabasco, Tamaulipas Villasefior, (2016)
y Veracruz
Chiapas, qulma, Martinez-Bautista,
) Guerrero, Hidalgo,
Oaxaca y Veracruz: . . . etal, (2019)
e g . L7 . Jalisco, Michoacan, .
P. rotundifolia . alimenticio, medicinal, . o Vergara Rodriguez,
Caminante L Nayarit, Oaxaca,
veterinario y en . (2013)
C Puebla, Querétaro, . ~
decoracion de altares : ) Villasefior, (2016)
San Luis Potosi,
Tabasco y Veracruz
Chiapas, CDMX,
Colima, Guerrero,
Veracruz: Medicinal Hidalgo, Jaﬁspo, Edo. Vergara Rodriguez,
(tratamiento de de México, Actividad citotoxica (2013)
P. tetraphylla NR* reumas) Michoacan, Morelos, contra células U937 Villasefior, (2016).
Oaxaca, Puebla, Yu, et al., (2016)
Querétaro, San Luis
Potosi, Sinaloa,
Sonora y Veracruz

*NR: No reportado; ** No existen datos a la fecha.

®F. alpina

.

.

.

P. angustata «P. humilis
P. blanda

P. caperata

P. lenticularis
P. clavigera P. maculata
P. collocata P. maculosa
P. hernandiifolia «P. obtusifolia

P. hispidula

P. hobbitoides e P. pecuniifolia
o P. pellucida
e P. peltilimba
P. leptophylla s P. quadrangularis
» P. quadirifolia
« P. rotundifolia
P. tetraphyila

Figura 2. Distribucidon geografica de especies de Peperomia usadas en México (ver Tabla 1).




1.3. Quimica del género Peperomia

Por lo que respecta al contenido metabdlico, en el género se han aislado
compuestos con una gran diversidad estructural. Resaltan asi los fenilpropanoides
derivados del safrol (ejem: apiol), los meroterpenoides con residuos de acido orsenilico
(ejem: grifolina), que en algunos casos forman cromenos (ejem: clusifoliol). También
son muy relevantes los lignanos, destacandose la presencia de una serie de
secolignanos que han sido designados como peperominas. Los flavonoides son menos
abundantes, pero destacan las flavonas glicosiladas, principalmente como C-glicésidos
(ejem: isoswerticina). El dipéptido acetato de aurantiamida, presente en algunas
especies del género Piper, también se ha descrito en Peperomia. En algunas especies
del género se han aislado dimeros formando anillos de ciclobutano clasificados como
bisnorlignanos (pelucidina A y pachipofilina), de los cuales se especula si realmente
son productos naturales, o son generados a partir de reacciones de fotodimerizacion,
sin embargo, a la fecha no hay estudios que demuestren su origen (Gutierrez, et al.,
2016). En la Tabla 2 se presentan algunos ejemplos de metabolitos aislados de
especies de Peperomia de importancia, tanto medicinal como alimenticia usadas en

México.

Tabla 2. Metabolitos presentes en especies del género Peperomia usadas en México.

Categoria

Nombre y estructura

Especie de la

cual se obtuvo.

Referencia

N\,

T 09
o ‘ O o

O\ /O

P. pellucida Ragasa, et al., 1998
Bisnorlignanos Pachipofilina
||
/o O
~ O .o O — P. pellucida Ahmad, et al., 2019
[
Pellucidina A
OH
S Da Silva M t al
Cromanos prenilados SO P. obtusifolia a Ivazo(?gt;a’ etal,

(o)

Clusifoliol




OH

P. obtusifolia

Da Silva Mota, et al.,
2009

Derivados de acido
benzoico

Peperobtusina A
[e]

SRS

Benzoato de bencilo

P. tetraphyilla

Klein-Junior, et al., 2016

0

Salicilato de bencilo

P. tetraphyilla

Klein-Junior, et al., 2016

Derivado de acido

P. rotundifolia

De Lira, et al., 2009

(o)
graso NN P. maculosa Villa-Ruano, et al., 2018
Decanal
o o
H
HN N
Dipéptid N Jb
Ipeplido ﬁ” P. pellucida Ragasa, et al., 1998
Acetato de aurantiamida
P. pellucida Raghavendra, et al., 2018
P. pellucid Bialangi ., 201
Esteroides pellucida ialangi, et al., 2018

OH
HH% q P. pellucida Raghavendra, et al., 2018
OH
B-Sitosterol-D-glucopiranosido del 8-
sitosterol
x OCH;,3

OCH;

P. obtusifolia

llyas, et al., 2014

Apiol
=
©. .
> P. pellucida Da Silva, et al., 1999
OCH;
Fenilpropanoides Dillapiol
~° Z Arrieta, et al., 2018
~ P. hispidula Sanchez-Mendoza, et al.,
(*)
Metileugenol 2015




P. galioides

Robayo-Gama, et al.,
2010

OCH,
Miristicina

P. pellucida

Alves, et al., 2018

OCH;

OCHj,
Propionato de (+)-metil
3-acetoxi-3-(7-metoxi-1,3-benzodioxol)-5-
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1.4. Aceites esenciales del género Peperomia

Con respecto a las especies de Peperomia enlistadas en |la Tabla 1, de algunas

de ellas se han obtenido sus aceites esenciales por hidrodestilacién y se han analizado

por cromatografia de gases. Los resultados han permitido determinar que se destacan

por contener compuestos de tipo fenilpropanoides como el safrol, la miristicina, el apiol

y el dilapiol, aunque también se han identificado derivados de acido benzoico, algunos

derivados de acidos grasos de cadena larga, sesquiterpenoides y monoterpenoides

(Tabla 2).

Una de las esencias mas estudiadas ha sido la de P. pellucida, esto debido a

su amplia variedad de usos en diferentes regiones del mundo como son: Africa, Sur de

Asia, y algunos paises de Latinoamérica (Kartika, et al., 2016). Debido a la informacion

tan basta que existe, se ha llegado a establecer una serie de quimiotipos, todos ellos
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relacionados a la variacion en el contenido de dilapiol y miristicina; el quimiotipo africano
contiene alrededor de 37% de dilapiol, seguido de miristicina (alrededor de 11%); el
quimiotipo de Brasil contiene hasta 55% de dilapiol, y destaca la ausencia de miristicina.
En el caso del quimiotipo de la India, se detecto al sesquiterpeno carotol como principal
metabolito (alrededor de 32%), seguido del dilapiol, con un 30% reportado (Alves, et
al., 2018).

Con respecto a P. obtusifolia, también existen datos sobre su composicion
quimica y contiene como compuesto mayoritario al apiol (~17%) (llyas, et al., 2014); en
P. galioides, se identificd al safrol como compuesto mayoritario presente en un 42%
(Robayo-Gama, et al., 2010).

En el caso de P. rotundifolia, una especie epifita, se analizaron sus aceites
esenciales obtenidos de especie provenientes de los diferentes arboles-huésped en los
que crece (Zoghbi, et al., 2005). El objetivo de los autores era determinar como podria
afectar la asociacion en la composicion de P. rotundifolia cuando crecia sobre Pouteria
caimito (Sapotaceae), Croton sacaquinha (Euphorbiaceae), Citrus aurantifolia,
(Rutaceae), Chrysobalanus icaco (Chrysobalanaceae) y Malphigia punicifolia
(Malpighiaceae). Los autores no detectaron la presencia de fenilpronaoides, por el
contrario, los aceites se destacaron por contener el monoterpeno limoneno como
metabolito mayoritario (28-35%) (Zoghbi, et al., 2005). Este estudio contrasta con otro
realizado en 2009, donde el metabolito mayoritario detectado fue el decanal (43%),
aunque se confirmé la presencia del limoneno como segundo mayoritario (8%) (de Lira,
et al., 2009).

Otra especie en la que tampoco se han detectado fenilpropanoides es P.
maculosa; al igual que en P. rotundolifa, se encontré al decanal (48%), seguido del
acido laurico (37%) (Villa-Ruano, 2018).

Interesantemente y distinguiéndose de las otras especies de Peperomia usadas
en México, P. tetraphylla contiene benzoato de bencilo y salicilato de bencilo como
componentes principales (44 y 17%, respectivamente) (Klein-Junior, et al., 2016). Estos
compuestos no son muy comunes en el género Peperomia, pero si estan presentes en

varias especies del género Piper (Fernandes-Silva, et al., 2020).
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1.5. Toxicidad del safrol y sus derivados

Siendo el safrol y sus derivados, parte de la composicion de varias especies de
Peperomia spp, llama la atencion el riesgo que podrian representar estos metabolitos
en el consumo de las especies vegetales que los contengan. Fue el investigador Sueco
Freddy Homburger quien expusiera por primera vez en 1961 la hepatotoxicidad del
safrol al trabajar con ratas machos (cepa CFN), alimentadas con dieta normal y
enriquecidas con 1 % de safrol (Homburger, et al., 1961). Diez afios después, la OMS
publicé en 1971 el primer volumen de lo que seria una serie de monografias realizadas
por la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer (IARC, por sus siglas
en inglés) en las cuales se resumian todas las evidencias existentes hasta la fecha
sobre diversos compuestos que representaban un riesgo de carcinogenicidad y
mutagenicidad y que eran principalmente usados en la industria de alimentos (IARC,
1972). El safrol, isosafrol y el dihidrosafrol, fueron incluidos en este primer volumen. A
partir de aqui sucedieron una serie de restricciones para su uso tanto en alimentos
como en productos del hogar. Y es que antes de 1960, el safrol era considerado uno
de los aditivos mas importantes en la industria cervecera, de dulces, productos
carnicos, y se incorporaba también a pastas de dientes y algunas bebidas refrescantes
(Kemprai, et al., 2019). Pocas industrias de alimentos se resistian a su aroma
caracteristico a “tienda de dulces”. En 1997 la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos lo clasifico como un hepatocarcinégeno
débil con genotoxicidad asociada (solo demostrada en roedores), originando
restricciones mas severas sobre su uso en alimentos (Kemprai, et al., 2019).
Actualmente el safrol se encuentra enlistado como "posible cancerigeno para los seres
humanos” por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) "
(ubicandose en el grupo 2B) (Pflaum, et al., 2016) y el nivel permitido de safrol e
isosafrol se indica que no debe ser mayor a 0.5 mg por kg para alimentos y bebidas
alcohdlicas y 0.05% para bebidas no alcohdlicas (Kemprai, et al., 2019).

Sobre la forma en que ejerce su toxicidad se han publicado varios trabajos.
Recientemente Hu y colaboradores (2019) dieron a conocer los resultados relacionados
a su biotransformacion y posterior formacién de metabolitos reactivos (MR), la cual se
sabe es mediada por el citocromo CYP450 (Hu, et al., 2019). Utilizaron el modelo

11



hepatico in vitro de células HepaRG®, que son hepatocitos diferenciados que se
derivan de una linea celular progenitora hepatica humana y que retienen muchas
caracteristicas de los hepatocitos humanos primarios. Los autores encontraron lo que
varias publicaciones ya habian reportado en experimentos anteriores: que uno de los
metabolitos reactivos (MR) del safrol es un producto de oxidacién (M1) generado por la
apertura del anillo de dioxolano, presente en todos los derivados del safrol (Bolton, et
al., 1994; Yang, et al., 2018). Este producto de oxidacion inicialmente es una o-quinona
que debido a su inestabilidad, es facilmente interconvertida a su forma dihidroxilada
(M1, conocido como hidroxichavicol). Los autores también detectaron otro metabolito
reactivo en menor proporcién, e identificaron que se trataba de un producto de una w-
oxidacion en el residuo alilico (M2). Estos dos metabolitos se formaron como parte del
metabolismo de Fase 1 del safrol y mediadas principalmente por la isoforma CYP1A2
y en menor participacion de CYP2E1. También se detecté la presencia de tres
metabolitos reactivos adicionales (M3, M4 y M5, Figura 3) conjugados con glutation
(GSH) y generados por un exceso de metabolitos M1 y M2, originando de esta manera
una disminucion en la biodisponibilidad del GSH. Los autores encontraron que el
agotamiento de GSH es un evento iniciador en la citotoxicidad inducida por el safrol. La
posterior sobreproducciéon de M1 y la poca disposicion de GSH resultaron en la
hepatotoxicidad elevada del safrol. Sin embargo, los mismos autores mencionan que
estos resultados no explican como podrian afectar los factores genéticos y/o

ambientales que contribuyen a la hepatotoxicidad idiosincrasica de este fenilpropanoide

(Hu, et al., 2019).
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Figura 3. Metabolitos reactivos del safrol.
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Sobre las evidencias de la hepatoxicidad no se puede negar el hecho de que el
safrol, al igual que varios derivados de este metabolito, estan presentes en altas
concentraciones en especias y plantas de uso comun en la cocina, destacandose las
que pertenecen a la familia Lauraceae como Sassafras albidum (sasafras)y Ocotea
pretiosa, Cinnamomum camphora, y algunas de la familia Piperaceae del género Piper-
P divaricatum, Piper betle o P. hispidinervum (Kemprai, et al., 2019). También se
encuentra en la nuez moscada (Myristica fragrans), aunque en esta ultima el contenido
de safrol e isosafrol es menor en comparacion a la miristicina. Esto ha originado que
algunas investigaciones se dirijan a demostrar también su efecto benéfico. Pushpavalli
y colaboradores (2009) al estudiar la especie P. betle conocida comunmente como
betel, encontraron que un extracto hidroalcohdlico de hoja administrado en una dosis
de 200 mg/kg (p.o.), ejercio un efecto antioxidante significativo en ratas albinas Wistar
(Pushpavalli, et al., 2008, 2009). El safrol, al ser administrado en ratones BALB/c por
via oral (p.o.) a las dosis de 4, 8 y 12 mg/kg, mostré un efecto potenciador de la
respuesta inmune al reducir la poblacion de CD3 (células T) y CD19 (células B)
(Rahman, et al.,, 2019). También se ha encontrado que el safrol y su metabolito
hidroxichavicol (M1) ejercen efectos beneficiosos y/o toxicos dependientes de la
concentracion/dosis en los sistemas de ensayo; ellos presentan no solo un efecto
anticancerigeno importante, sino también un efecto sinérgico entre si y potencian los
efectos citotoxicos de algunos medicamentos contra el cancer, como es el caso del
cisplatino (Young, et al., 2006) y 5-fluorouracilo (Ng, et al., 2014).

En el caso particular de la miristicina, su cuestionada psicotoxicidad estuvo
falsamente soportada sobre un planteamiento tedrico presentado en la revista Nature
en el aino 1966 que involucra la adicidon “potencial” in vivo de una molécula de amonio,
para dar origen a la 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MMDMA, una anfetamina sintética
relacionada a la MDMA o éxtasis) que se empezd a popularizar por esas fechas
(Shulgin, 1966). Algunos afos después de esta publicaciéon, Braun y colaboradores
(1973) alimentaron el mito de la psicotoxicidad ya que dieron a conocer los resultados
realizados sobre homogeneizados de higado de ratas albinas Wistar administradas con
miristicina y en las cuales detectaron por cromatografia en capa fina al MMDMA. Ellos

planteaban que una reaccion de transaminacion precedia a una oxidacion para formar
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al grupo amino en la cadena alilica (Braun y Kalbhen, 1973). Sin embargo, estudios
recientes utilizando técnicas analiticas como es la cromatografia de liquidos acoplada
a espectrometria de masas y utilizando ratas machos Wistar y humanos (Beyer et al.,
2006), asi como en ratones machos de la cepa C57BL/6, demostraron que no se genera
ningun derivado de anfetamina (Zhu, et al.,, 2019), pero si se demostré que los
metabolitos generados eran productos tanto de la oxidacion en el anillo como en la
cadena alilica.

La miristicina, al poseer un residuo de metilendioxibencilo puede, como el
safrol, ser biotrasformado por los citocromos CYP450 (Yang, et al., 2015; Zhu, et al.,
2019). En este sentido, se ha demostrado que las reacciones de fase 1 que le ocurren
a la miristicina son la hidroxilacion, apertura del anillo del dioxolano y la deshidratacion,
siendo el principal metabolito reactivo formado la 1'-hidroximiristicina, que se origina de
la w-oxidacion por efecto de la CYP1A1, en contraste con el safrol, que el principal
metabolito detectado es el que se genera de la ruptura del anillo de dioxolano por efecto
principalmente de la CYP1A2. También, otra diferencia relevante con respecto al safrol,
es que la miristicina presenta como reacciones de fase 2 la conjugacion con acido
glucurdnico y Nac (N-acetilcisteina) (Zhu, et al., 2019).

Debido a varios reportes sobre efectos alucinbgenos al consumir nuez
moscada, se llegd a plantear que la miristicina podria actuar como un antagonista de
los receptores de serotonina, sin embargo, a la fecha no ha sido demostrado este
efecto. (Dawidowicz, et al., 2012; Lee, et al., 2005).

Por otra parte, un estudio realizado con la miristicina, asi como de 21 especias
que la contienen, entre ellas la nuez moscada (Myristica fragrans), y la pimienta negra
(Piper nigrum), se demostré el efecto hepatoprotector en presencia de inductores de
lesion hepatica (Morita, et al., 2003). Se prepararon extractos etandlicos que fueron
administrados a ratas con dafio hepatico causado por la administracion intraperitonial
de lipopolisacarido (LPS) y D-galactosamina (D-GalN) que causan apoptosis de los
hepatocitos a través de la accion del factor de necrosis tumoral TNF-a que es liberado
de los macrofagos en respuesta a la presencia principalmente de LPS (Morita, et al.,
2003). La miristicina marcadamente suprimio el aumento de TNF-a en suero y la ruptura

del ADN causada por LPSD/D-GalN. Se sabe que en humanos la lesion hepatica es
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causada por virus, algunas sustancias quimicas, alcohol y enfermedades autoinmunes.
Se ha demostrado que el TNF-a también participa en la lesidn hepatica causada por
dichos agentes. Sin embargo, los mismos autores mencionan que la lesion hepatica
inducida por LPS/D-GalN en roedores no corresponde rigurosamente con las lesiones

hepaticas humanas (Morita, et al., 2003).

1.6. Taxonomia y etnobotanica de Peperomia hintonii

Especie endémica de México. Distribuida en los estados de Puebla, Ciudad de
México, Estado de México, Michoacan y Jalisco (Calderon de Rzedowski, et al. 2005).
Asi como en los estados de Chiapas, Hidalgo y Veracruz (Villasenor, 2016). Planta
anual, generalmente terrestre, a veces epifita, de 5 a 30 cm de alto; tallos carnosos,
hojas generalmente alternas. Crece generalmente a una altura de 2500-2900 m al nivel
del mar. En lugares sombreados y humedos de cafiadas. Asociada a bosques de
Oyamel y bosques mesdfilos (Calderén de Rzedowski, et al. 2005). Es conocido
comunmente como Berro de monte, y de acuerdo, al Dr. Robert Bye, etnobotanico del
Instituto de Biologia de la UNAM, y responsable del inventario de quelites de México, la
planta se consume fresca en ensaladas. Su cultivo es local y de temporal, por lo cual

su consumo anual es poco, y casi siempre es en temporada de lluvias.

Figura 4. Partes aéreas de Peperomia hintonii (fotos cortesia de: Dr. R. Bye).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Frente al gran problema de alimentar a una poblacién mexicana cada vez mas
creciente y demandante, existe una necesidad apremiante por identificar especies
vegetales subutilizadas que puedan aportar los nutrientes necesarios, y puedan
integrarse a esquemas de alimentacion tanto locales como a nivel nacional. En este
contexto, varias especies del género Peperomia son valoradas en Meéxico como
alimento, y son consideradas “quelites”, que son definidos como “plantas cuyas hojas,
tallos tiernos y en ocasiones las inflorescencias inmaduras, son consumidas como
verdura”. Pero, a pesar de que los quelites han formado parte de la dieta de los
mexicanos desde épocas prehispanicas, estos han sido poco valorados y por lo tanto
no han sido objeto de estudio para determinar los nutrientes con los que cuentan y
mucho menos se conocen sus metabolitos bioactivos. En este contexto, los estudios
conducentes a establecer la composicion quimica de plantas con valor nutrimental
cobra relevancia. Por ejemplo, la FAO (Food and Agriculture Organization) promueve
el uso de la quinoa (Chenopodium quinoa; Fam: Amaranthaceae) la cual se presenta
con un alto potencial tanto por sus bondades nutritivas como por su versatilidad
agrondmica para contribuir a la seguridad alimentaria de diversas regiones del planeta
(consultar:  http://www.fao.org/in-action/quinoa-platform/en/),  especialmente en
aquellos paises del tercer mundo donde la poblacién no tiene acceso a fuentes de
proteina, o donde presentan limitaciones agroeconomicas para la produccion de
alimentos. Los estudios sobre la composicion quimica de la quinoa han demostrado
que tiene un alto contenido en vitaminas del complejo B y E, isoflavonas y almidon de
bajo indice glicémico, lo que beneficia, por ejemplo, a pacientes con diabetes mellitus
(Contreras-Jiménez, 2019). A este respecto, muy pocas especies del género
Peperomia han sido exploradas y a pesar de que son muy consumidas en México, no
se ha podido determinar su contenido de metabolitos bioactivos. Dentro de la gran
diversidad de Peperomia spp utiles que aun no cuenta con estudios sobre su
composicién quimica se encuentra P. hintonii, especie muy valorada como alimento y
es cultivo de temporada en algunas comunidades del Estado de México.

Con la finalidad de rescatar este conocimiento y aprovecharlo para beneficio de

la sociedad mexicana, en 2009 se cred la Red Nacional de Quelites, perteneciente al
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Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos (SAGARPA-SNICS-SINAREFI). Algunos
estudios generados de este esfuerzo multidisciplinario, han permitido revalorar a
algunas especies, como es el caso de la verdolaga (Portulaca sp) (Mera-Ovando, et al.,
2014), fuente rica de micronutrientes, como son vitaminas y minerales. Otra especie
que también ha sido motivo de analisis por su amplio consumo como alimento en el
sureste de México es Peperomia maculosa y se ha podido determinar que tiene un alto
contenido de acido laurico y decanal, lo que explica su olor parecido al cilantro
(Coriandrum sativum) y, ademas, que el consumo de P. maculosa podria ayudar a
disminuir los niveles de triglicéridos en la sangre (Villa-Ruano, et al., 2018). Finalmente,
y como un gran esfuerzo adicional por identificar a los quelites con alto valor nutritivo
de México, se generd un proyecto enfocado a generar un inventario de quelites, cuyo
responsable es el Dr. Robert Bye, investigador del IB-UNAM y que junto con la Mtra.
Edelmira Linares, también investigadora del IB-UNAM, proporcionaron el material
vegetal para esta investigacion. Es asi que este trabajo se enfoca en obtener y analizar
el aceite esencial de P. hintonii, 1o cual no sélo contribuira a conocer su composicion
quimica, sino que permitira darle un valor agregado a la planta, desde el punto de vista

nutrimental.

17



3.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la composiciéon quimica del aceite esencial de Peperomia hintonnii, asi

como establecer los principios volatiles de la especie utilizando la técnica de

microextraccion en fase soélida. Determinar el efecto inhibitorio sobre la enzima a-

glucosidasa del aceite y compuestos puros con el propésito de agregar una ventaja al

uso de la planta como alimento.

Objetivos especificos:

Obtener el aceite esencial de las partea aéreas de P. hintonii por
hidrodestilacion.

Extraer los principios volatiles utilizando la Microextraccion en Fase soélida con
espacio de cabeza (MEFS-EC).

Identificar a los componentes, tanto del aceite esencial como los compuestos
volatiles extraidos por MEFS-EC mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas.

Determinar el efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa de la esencia y

compuestos mayoritarios utilizando un método espectrofotocolorimétrico.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1.Procedimientos generales

Los analisis cromatograficos por capa delgada (CCD) y a nivel preparativo
(CCDP) se realizaron en placas de aluminio y de vidrio, respectivamente, recubiertas
de gel de silice (60 F2s4 Merck KGaA, Alemania) de diferentes dimensiones, y se utilizd
como sistema de elucion, hexano-acetato de etilo (9:1). Como agente revelador se
empled una solucién cromoégena de anisaldehido (Tabla 3), seguido de calentamiento
(110°C aprox.) para desarrollar el color. Posteriormente las placas se visualizaron con
una lampara de luz UV (A de onda corta 254 nm; A de onda larga 355 nm).

Espectrofotometro de UV/visible modelo lambda 2, Perkin Elmer. Rango: 200-1100 nm.

Tabla 3. Composicién del agente revelar utilizado.

Agente revelador Composicion Referencia
-Anisaldehido 0.5mL
-Acido acético glacial 10.0 mL EUROPEAN
Anisaldehido
-Metanol 85.0 mL PHARMACOPEIA 5.0
-Acido sulfurico 5.0 mL

4.2.Material vegetal

La planta Peperomia hintonii utilizada en el presente estudio fue recolectada en
el parque nacional Izta-Popo, Estado de México, en el mes de octubre de 2019. La
identificacion botanica de la especie fue realizada por la Mtra. Edelmira Linares y el Dr.
Robert Bye Boettler. Un ejemplar de referencia (Bye 39806 & Linares) se depositd en
el Herbario Nacional (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM.

Para este estudio se utilizaron las partes aéreas frescas y secas de Peperomia

hintonii. En el caso del material seco, este se fragmenté en un molino de cuchillas
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Thomas Wiley Modelo 4 (malla: 2 mm). Las partes areas frescas fueron fragmentadas

manualmente previo a su analisis.

4.3.Determinacion de las constantes espectroscépicas y espectrométricas

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear protonica (RMN 'H) y de
Carbono-13 (RMN '3C) se realizaron en un equipo de 500 MHz: NMR spectra Jeol ECA-
500 spectrometer ("H NMR: 500 MHz, 3C NMR: 125.7 MHz).

Se utiliz6 CDCIs como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. El programa MestreNova® se utilizé para el analisis de los espectros de RMN

monodimensionales y bidimensionales (version 12.0).

4.4.Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

Se empled un cromatégrafo de gases marca Agilent 6890N acoplado a un
espectrometro de masas LECO Pegasus 4D. La columna utilizada fue una DB-5 de
silice fundida no polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano; 10 m x 0.18 mm; grosor de
pelicula 0.18 uym, Agilent HP). Las condiciones de operacién fueron las siguientes: el
inyector funciond en modo Split (relacion 20:1) y las temperaturas de la linea de
transferencia del espectrometro de masas se fijaron a 200 y 300 °C. La temperatura del
horno subié gradualmente de 40 a 260 °C a una velocidad de calentamiento de 4
°C/min, manteniendo la temperatura constante a 260 °C durante 20 min, y finalmente
incrementando la temperatura a 340 °C, a una velocidad de calentamiento de 4 °C/min
en 20 min isotérmicamente; la temperatura del inyector se fijo a 300 °C. Se empled
Helio como gas acarreador (Praxair, grado 5.0, ultra alta pureza) con una velocidad de
1 mL/min. Los analisis se realizaron por la técnica de impacto electronico a 70 eV,
utilizando el modo de barrido total del espectro de 45 a 500 uma para la identificacion
de los pesos moleculares y/o iones de inters y lograr la identificacion de los

componentes.
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4.5.ldentificacion quimica

Los componentes fueron identificados mediante el calculo de sus indices de
retencion (software Chroma TOF®) utilizando una serie homéloga de n-alcanos (Cs-
C24), asi como el analisis de los patrones de fragmentacion de cada uno de los
espectros de masas obtenidos por impacto electronico. Estos ultimos se compararon
analizando los picos base y padres utilizando la base de datos del National Institute of

Standars Technology (NIST) con aquellos datos descritos en la literatura.

4.6.0btencion y analisis del aceite esencial de P. hintonii

En un matraz bola de 3 L se colocaron 50 gramos de material vegetal seco y
2000 mL de H20 destilada (con tres repeticiones). Se utiliz6 un aparato de tipo
Clevenger y se llevo a cabo el proceso de hidrodestilacion por un periodo de 2 horas y
30 minutos. En el caso de la planta fresca, se usaron 200 g en 2000 mL de H20
destilada (con tres repeticiones). El hidrodestilado obtenido en cada caso se recolecto
en un matraz Erlenmeyer y se sometié a un proceso de reparto con CH2Cl2 (3 x 200
mL). Las fases organicas se recolectaron y se secaron sobre Na2SOs anhidro.
Posteriormente se filtraron sobre papel Whatman no. 1 y el disolvente fue eliminado por
evaporacion in vacuo a 30°C. Después de estos procesos se obtuvieron 0.1023 g de
esencia de planta fresca y 0.0306 de esencia de planta seca (rendimientos planta
fresca: 0.05%; planta seca: 0.09%).

4.7.Aislamiento de safrol y miristicina de la esencia

El aislamiento y purificiacidon del safrol y miristicina se realizé mediante la técnica
de cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP). La placa se colocé en una
camara saturada con 100 mL de la mezcla de elucion hexano-acetato de etilo (90:10);
una vez finalizado el proceso de elucion se dejé evaporar el disolvente de la placa. A

partir de este procedimiento se obtuvieron 13.4 mg de safrol y 83.4 mg miristicina.
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4.8. Microextraccion en Fase sélida

Los componentes volatiles fueron extraidos por el método de Microextracion en
fase solida con espacio de cabeza MEFS-EC empleando cuatro fibras de diferente
polaridad: Divinilbenceno/Carboxeno en Polidimetilsiloxano (DVB/CAR-PDMS;
50/30um), Polidimetilsiloxano (PDMS; 100 um), Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno
(PDMS/DVB; 65 pm). Las fibras se acondicionaron durante 2 horas previas al
experimento en el puerto de inyeccion Split/splitless de CG a 250 °C.

Se utilizaron 200 mg de material vegetal, los cuales fueron introducidos en un
vial con tapon horadado y membrana de silicona. Enseguida se agregaron 50 mg de
NaCl y 15 mL de agua grado HPLC, la mezcla se agité con un agitador magnético a
450 rpm y se mantuvo a temperatura controlada de 60 °C. La extraccién durd 30
minutos y se realiz6 con espacio de cabeza de aproximadamente 2 cm. Luego del
tiempo de extraccién establecido las fibras fueron retiradas y colocadas en el puerto de
inyeccion del cromatégrafo de gases para la desorcion de las muestras. Todos los

analisis se realizaron por triplicado.

4.9.Evaluacion del efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa

Para la evaluacién de la actividad inhibitoria de los extractos, fracciones y
compuestos puros se utilizd la a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (GHY;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA); esta enzima se utilizé a una concentracién de
11.2 U/mL en una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, 100 mM, pH 7).

Las muestras a evaluar se disolvieron en MeOH o en solucion amortiguadora
de fosfatos a concentraciones de 10000 pg/mL para extractos y/o fracciones y 30 mM
para compuestos puros. Como control positivo se utilizé acarbosa (30 mM) disuelta en
soluciéon amortiguadora de fosfatos. Como sustrato se utilizé p-nitrofenil a-D-
glucopiranésido (p-NPG) disuelto en solucidén amortiguadora de fosfatos a una
concentracion de 5 mM. Todas las evaluaciones se realizaron en placas de Elisa de 96
pozos. Las absorbancias se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro BioRad®
modelo iMark a una longitud de onda de 415 nm, utilizando el software Microplate
Manger® 6 (version 6.3 BioRad®, Hercules, CA, EUA). Las muestras se evaluaron por
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triplicado utilizando alicuotas de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 yL de los inhibidores de prueba
(extractos, fracciones o compuestos), 5 yL de la solucion de enzima y el volumen
necesario de solucion amortiguadora para obtener un volumen final de 90 pL;
posteriormente se incubaron durante 10 min a 37 °C. Una vez transcurridos los 10 min
se adicion6 a cada pozo 10 yL de sustrato (p-NPG) e inmediatamente después se
registraron las absorbancias a tiempo cero (Ti) y se incubd por segunda vez a 37 °C
durante 20 min. Al concluir el periodo de incubacién se registré la absorbancia al tiempo
final (Tr). La actividad de los compuestos se determiné como porcentaje de inhibicion al
comparar los valores de absorbancia de las muestras con el blanco (PBS), de acuerdo
a la siguiente ecuacion:

_ A415€

aGHY% = (1 ) x 100

Ayasp
Donde aGHY% es el porcentaje de inhibicion; A41sc es el valor de absorbancia

(corregida) de los extractos, fracciones o compuestos evaluados (A415-1f— A415-Ti) Y A415b
es la absorbancia del blanco (A415-1f blanco— A415-Ti blanco). El valor de la concentracion
inhibitoria 50 (Clso) se determind utilizando la siguiente ecuacion:
AlOO
I S
1+ (Clso>

Donde A1o0o es el porcentaje maximo de inhibicidn, / es la concentracién del

% Inhibicion =

inhibidor, Clso es la concentracion requerida para inhibir la actividad de la enzima en un
50% y s es el grado de cooperatividad. El célculo se llevdo a cabo en el software
OriginPro® 8 (Version 8.0724, Northampton, MA, EUA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La especie vegetal Peperomia hintonii fue seleccionada para esta investigacion
considerando su uso como alimento en algunos lugares del Estado de México. A
diferencia de otros quelites de la familia Piperaceae que son ampliamente utilizados
como es el caso de Piper auritum, las especies comestibles del género Peperomia son
poco conocidas y en el caso de P. hintonii, no existen datos sobre el contenido de
micronutrientes, y mucho menos de su contenido de metabolitos bioactivos. Sobre
estos ultimos, se consideran que son no esenciales desde el punto de vista de su valor
nutrimental, como lo son las vitaminas y minerales, pero que si aportan beneficios a la
salud principalmente desde el punto de vista preventivo, esto debido a que pueden
poseer propiedades como antioxidantes, antihipertensivas, antiinflamatorias, entre
otras (Ulian, et al., 2020; Gan, et al., 2017). Asimismo, las plantas usadas como
alimentos (ya sea como condimento o verduras) son valoradas por su olor, sabor y el
aroma que pueden impregnar como especias, de tal forma que el estudio de sus

componentes volatiles se vuelve un requisito indispensable.

A este respecto, el analisis de los aceites esenciales permite identificar los
componentes volatiles que aportan las caracteristicas sensoriales que las destacan.
Por esta razén, en este trabajo se consideré como objeto de estudio a la esencia de P.
hintonii. Se seleccion6 a la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas (CG-EM), asi como a los indices de retencion (Ir) como parametros para la
caracterizacion quimica. También, se utilizd la técnica de Microextraccion en Fase
Sdlida con Espacio de Cabeza (MEFS-EC), la cual nos permite detectar los compuestos
volatiles, que son liberados de la planta sin la interferencia de un tratamiento adicional
como es la extraccién liquido-liquido, necesaria para recuperar los aceites esenciales
o el uso de algun disolvente organico que pueda representar un riesgo ambiental o de
salud. Con la finalidad de confirmar la caracterizacion de los metabolitos contenidos en
la esencia, de manera adicional se obtuvieron los espectros de Resonancia Magnética

de protén y carbono 13.

Finalmente el aceite esencial y sus metabolitos mayoritarios fueron evaluados para

conocer su efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa, que es considerada uno
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de los blancos moleculares en el tratamiento de la diabetes, un padecimiento que afecta
a un gran sector de la poblacion mexicana. La presencia de inhibidores de alfa-
glucosidasa en un producto alimenticio, contribuiria a disminuir la absorcidén de glucosa

a nivel intestinal

5.1. Analisis del Aceite esencial de P. hintonii

Los aceites esenciales de P. hintonii se obtuvieron por hidrodestilacién de las
partes aéreas de la planta. Se prepar6 tanto el aceite de la planta fresca, esto debido a
que se documentd que se consume en ensaladas. De manera adicional también se
prepard el aceite de la planta seca con la posibilidad de que la planta pueda ser
almacenada y conservada para su posterior uso. Los metabolitos identificados se
enlistan en la Tabla 4 y los cromatogramas ionicos totales obtenidos se muestran en

las Figuras 5y 6.

Tabla 4. Componentes identificados por CG-EM en los aceites esenciales de P. hintonii.

No. Compuesto I “
Fresca Seca
4 1-Hepten-3-ol 966 - 2.8
1 Safrol 1276 20.4 4.9
2 a-Farneseno 1473 6.6 -
3 Miristicina 1514 72.9 63.8
5 Dehidroactindlida 1528 - 1.4
6 Aromadendreno 1588 - 8.0
7 Fitol 1815 - 5.4
Total 99.9 86.3

* [ndices de retencion obtenidos experimentalmente con la columna DB-5.
a2 Promedio de tres repeticiones. Ver condiciones en parte experimental.
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Figura 5. Cromatograma ionico total del aceite esencial de la planta fresca de P. hintonii. Ver condiciones

de analisis en parte experimental.
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Figura 6. Cromatograma ionico total del aceite esencial de la planta seca de P. hintonii. Ver condiciones

de analisis en parte experimental.

Como puede observarse, tanto la planta fresca como seca presentan un alto
contenido de miristicina (3), un compuesto de tipo fenilpropanoide y que contiene un
residuo metilendioxibenceno como rasgo principal quimico. Esta caracteristica
estructural es comun a todos los derivados del safrol. En el caso de la planta fresca, el

segundo metabolito en abundancia fue el safrol (1); en la planta seca este metabolito
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se detect6 en menor proporcién, pero en su lugar se observo la presencia del
aromadendreno (6), el fitol (7), el 1-Hepten-3-ol (4) y la dehidroactindlida (5). Tal y como
se documento6 en el capitulo de antecedentes, la miristicina y el safrol estan presentes
en otras especies de Peperomia como P. pellucida, la cual se consume en nuestro pais,
asi como P. borbonensis, Nativa de la Isla Reunién, en el Océano indico, que contiene
mirisiticina (39.5%) como metabolito mayoritario (Dorla, et al., 2017). En P.
inaequalifolia, nativa de Ecuador, se identifico a la miristicina (13.3%) y al safrol en un
32.10% (Noriega Rivera, et al., 2015). Asi, tanto el safrol como la miristicina son
metabolitos comunes del género.

Encontrar fitol (un alcohol de cadena larga) no es extrafio dado que es
relativamente comun a las plantas, esto debido a las multiples funciones que
desempefia. No solo es parte fundamental de la estructura de la clorofila, sino que
también participa en la generacion de tocoferol (vitamina E), filoquinol (vitamina K) y en
la produccion de algunos ésteres de acido grasos (Gutbrod, et al., 2019). También
presenta varias actividades bioloégicas muy relevantes a los humanos como son:
antidiabética, antinociceptiva, ansiolitica, y puede actuar como inmunomodulador, entre

otras (Islam, et al., 2018).

5.2. Microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza (MEFS-EC)

La planta seca fue analizada por Microextraccién en Fase solida con Espacio de
Cabeza en cuatro diferentes tipos de fibras (Figura 7). Con esta técnica también se
pueden analizar los componentes volatiles de las plantas y la principal diferencia con
respecto a los aceites esenciales es que se realiza en condiciones de temperatura baja
y tiempos de extraccion cortos, o que podria evitar que metabolitos termolabiles
puedan descomponerse. Esta técnica es muy util, por ejemplo, para observar etapas
de crecimiento fenolégico de las plantas, o en comunicaciones activas entre ellas
(interacciones inter- e intraespecificas), mostrando de esta manera, los componentes
volatiles involucrados en estos fendmenos (Araniti, et al., 2018). También se esta
aplicando en la busqueda de pesticidas (Jalili, et al., 2020). En el caso de Peperomia

hintonii, los resultados obtenidos con las mismas condiciones de ensayo en las cuatro
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fibras permitieron confirmar la presencia de la miristicina (3) como metabolito volatil
mayoritario de la planta (Tabla 5). El aceite esencial de la planta seca presenté menor
cantidad de safrol (1) y esto se vio igualmente reflejado en la MEFS-EC.
Interesantemente, la fibra roja mostré una selectividad hacia la miristicina (3), por lo
cual se podria especular que podria haber ocurrido una saturacion de la fibra, a
diferencia de la negra, que permitié una extraccion efectiva y por lo tanto se pudieron
detectar otros metabolitos. La fibra azul estd mas en armonia con la esencia de la planta
seca ya que compuestos que podrian ser importantes para definir un perfil quimico de
la especie, se detectaron en proporciones similares usando esta fibra. Finalmente, el
uso conjunto de las cuatro fibras permitié corroborar que la miristicina (3) y el safrol (1)

son los dos fenilpropanoides importantes de la especie junto con el fitol y el

aromadendreno.
3
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Figura 7. Cromatogramas iénicos totales de los componentes volatiles extraidos por MEFS-EC de las

partes aéreas secas de P. hintonii. Ver condiciones de analisis en parte experimental.
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Tabla 5. Componentes identificados por MEFS-EC en las partes aéreas secas de P. hintonii
%a

No. Compuesto I* PDMS DVB/CAR/PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS
Roja Gris Azul Negra

4 1-Hepten-3-ol 966 - - 2.0 -
Camfolenal 1117 - - - 10.9
Borneol 1156 - - - 3.3

10 p-Menten-1-ol 1163 - - - 13.4
Safrol 1276 - 1.9 6.2 13.5

2  g-Farneseno 1473 - - - -

11  B-Lonona 1474 - 1.8 - -

3 Miristicina 1514 80.5 76.1 74.2 244
Dehidroactindlida 1528 - - - -
Aromadendreno 1588 6.4 5.0 2.7 4.3

12  Der. de miristicina 1598 - 4.2 8.9 9.1

7  Fitol 1815 13.1 7.4 3.1 -

Total 100 96.4 97.1 78.9

* [ndices de retencién obtenidos experimentalmente con la columna DB-5.
aPromedio de tres repeticiones. Ver condiciones en parte experimental.

5.3.Caracterizacion de los metabolitos mayoritarios por RMN

El aceite esencial de la planta fresca se analizé también por Resonancia
Magnética Nuclear. Aunque la RMN es un método principalmente utilizado para el
analisis estructural de compuestos puros, en algunos casos se aplica para conocer la
composicidon de mezclas (Krause, et al.,, 2018). Al detectar que el aceite esencial
preparado con la planta fresca (Figura 5) no era tan complejo, se hizo pertinente llevar
a cabo su analisis por RMN. Considerando que las sefiales distintivas del aceite de P.
hintonii corresponden a los anillos aromaticos del safrol y la miristicina, metabolitos que
se diferencian, como se observa en los espectros de RMN '"H y RMN '3C (Figuras 8 y
9) de la esencia. De manera cualitativa podemos ver la mayor concentracion de

miristicina en relacién al safrol; ningun otro componente fue detectado.
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5.4. Efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa

La diabetes es una enfermedad crénica que puede ocurrir por dos razones: que
el pancreas no pueda producir insulina, o que el organismo no puede utilizar la insulina
que produce (FID, 2019). Los factores de riesgo asociados incluyen la obesidad, las
dietas poco saludables, asi como la inactividad fisica generalizada. Las a-glucosidasas
es uno mas de los varios blancos moleculares importantes en el tratamiento
farmacolodgico de la diabetes mellitus tipo 2. Considerando que los componentes de una
dieta pudieran llegar a ser benéficos para el tratamiento o prevencion de la diabetes, se
decidié evaluar a la especie P. hintonii que, como se menciond previamente, forma
parte de la dieta de algunas comunidades del Estado de México. Debido posiblemente
a su mala reputacion como hepatotoxicos, nila miristicina ni el safrol han sido evaluados
para conocer su efecto como inhibidores de las a-glucosidasas, sin embargo se ha
explicado en los antecedentes que estos compuestos podrian, dependiendo de la
concentracion o la presencia de otros metabolitos en las plantas, no solo actuar como
hepatoprotectores (Zhao y O’Brien, 1996; Morita, et al., 2003), sino que en caso de la
miristicina (3), también podria actuar como gastroprotector (Badr, 2020); por lo tanto,
este efecto ambivalente que frecuentemente presentan las plantas medicinales debe
abordarse de manera individual para cada especie vegetal. Bajo esta premisa y
considerando que se obtuvieron de una planta que se consume como alimento, se
evalud al safrol (1) y la mirsiticina (3) para conocer su efecto sobre las enzimas a-
glucosidasas. Los resultados se presentan en la Tabla 6 y podemos observar que
fueron mas efectivos para inhibir a la enzima que el farmaco de referencia: la acarbosa,

lo que podria apoyar en su consumo.

Tabla 6. Clso e inhibicidon de los compuestos y esencia contra la enzima a-glucosidasa

Metabolito y extracto Clso (mM)
1  Safrol (1) 0.857 +0.030
3 Miristicina (3) 1.867 £ 0.047

Acarbosa* 0.177 £ 0.037

Aceite esencial seco 628.8 ppm**

*Control positivo.
**Inhibicion.
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6. CONCLUSIONES

Se identificaron mas del 90% de los metabolitos presentes en el aceite esencial

de Peperomia hintonii.

La miristicina (3) fue identificada como el componente mayoritario en el aceite
esencial, tanto en planta fresca como seca. El segundo metabolito de importancia fue
el safrol (1) en planta fresca y en el caso de la planta seca fueron el fitol (7) y el

aromadendreno (6).

La presencia de la miristicina (3) y el safrol (1) estda en armonia con los

componentes caracteristicos del género.

Con respecto a su actividad inhibitoria contra la a-glucosidasa, los metabolitos
presentaron un efecto inhibitorio significativo con respecto a la acarbosa, el farmaco de
referencia, por lo que el consumo de la planta podria representar una opcion para la
reduccion de la glucosa postprandial en diabéticos y prediabéticos; sin embargo, es
importante realizar estudios farmacologicos a profundidad para establecer los

beneficios y/o los riesgos de usar esta planta como parte de una dieta.

Sobre su toxicidad asociada a su metabolismo por su consumo, esta podria
representar un inconveniente como alimento, sin embargo, no se descarta que pudiera
presentarse una atenuacion del efecto toxico en el consumo de la planta, esto debido
a la presencia de otros metabolitos presentes en la especie que pudieran participar
como hepatoprotectores, como es el caso de flavonoides y lignanos que han sido
reportados en el género, asi como a un efecto hepatoprotector dependiente de la

concentracion del safrol (1) y miristicina (3).
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7. PERSPECTIVAS

- Determinar la toxicidad de extractos acuosos y organicos de Peperomia hintonii.

-Determinar la composicion quimica tanto de extractos acuosos como organicos.

-Determinar su perfil nutrimental con la finalidad de conocer el contenido de minerales
y aporte en fibra.
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9. ANEXOS
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Figura 10. Metabolitos identificados en el aceite esencial de P. hintonii.
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Safrol (1):

Peak True - sample "RMPAE2:1", peak 1, at 505.85 s
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a-farneseno (2):
Peak True - sample "RMPAE2:1", peak 2, at 586.3 s
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Miristicina (3)
Peak True - sample "RMPAE2:1", peak 2, at 586.3 s
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Peak True - sample "RM32L7:1", peak 1, at 344.082 s
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Dehidroactindlida (5):
Peak True - sample "RM32L7:1", peak 6, at 607.082 s
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Peak True - sample "RM32L7:1", peak 8, at 705.732 s
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Camfolenal (8):

Peak True - sample "RM32F10:1", peak 1, at 429.228 s
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Borneol (9):
Peak True - sample "RM32F10:1", peak 2, at 449.978 s
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p-menten-1-ol (10):

Peak True - sample "RM32F10:1", peak 3, at 453.078 s
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B-lonona (11):

Peak True - sample "RM32F4:1", peak 3, at 586.463 s
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Derivado de miristicina (12):
Peak True - sample "RM32F4:1", peak 6, at 634.063 s
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Figura 11: Espectros de masas por Impacto Electronico de los compuestos identificados.
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