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RESUMEN

Se utiliza en la medicina tradicional el fruto de uchuva (Physalis peruviana L.) para
el control de glucosa. Sin embargo, algunos estudios no han demostrado ningun
efecto significativo de la fruta para controlar esta enfermedad. Por ello, la elicitacion
podria incrementar o modificar los compuestos bioactivos del fruto para mejorar sus
beneficios a salud. El objetivo de este proyecto fue evaluar en frutos (Physalis
peruviana) el efecto de la elicitacion con diferentes concentraciones de acido
salicilico (AS mM) sobre la composicion fitoquimica, capacidades antioxidantes, asi
como sus propiedades antidiabéticas. El fruto se elicit6 semanalmente de manera
foliar con AS (0, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mM) durante la floracién y formacién del fruto,
se recolecté 12 semanas después de su formacion y se seco para su andlisis. Los
compuestos fendlicos, flavonoides y carotenoides totales disminuyeron un 26, 29 y
42 %, respectivamente, durante la elicitacion. Los compuestos fenodlicos no
extraibles aumentaron un 14 % vy los fitoesteroles totales 2.7 veces. El perfil de
compuestos bioactivos se determiné utilizando un sistema UPLC-PDA-ESI-QQQ.
Incrementaron los acidos hidroxicinamicos con AS 1.0y 2.0 mM en un 35 — 45 %, y
los &cidos hidroxibenzoicos con AS 0.25 mM (15 %). La elicitacion no modificé la
concentracion de los flavonoides identificados. Para las capacidades antioxidantes,
el fruto AS 1.0 mM incrementé un 15 % por Q-ABTS respecto al fruto control. por
DPPH, los frutos AS 0.25, 0.5 y 2.0 mM presentaron una capacidad antioxidante
menor hasta un 25.5 % respecto al fruto control, para Q-DPPH, los frutos AS 0.25y
2.0 mM disminuyeron hasta un 14.6 % respecto al fruto control. Para el estudio in
vivo, se alimentaron ratas Wistar durante 13 semanas con dieta hipercal6rica
(DAGF) y suplementadas al 10 % con fruto control (DAGF + C), frutos elicitados AS
1.0 mM (DAGF + AS 1.0 mM) y AS 2.0 mM (DAGF + AS 2.0 mM). Los tratamientos
no influyeron en el peso corporal, ni en los triglicéridos y glucosa séricos. La
elicitacion con AS de uchuva modificé el contenido de compuestos bioactivos del
fruto, aunque no mostro beneficios a la salud, teniendo un efecto similar al fruto

control.

(Palabras clave: Physalis peruviana, acido salicilico, diabetes, fitoquimicos,

capacidad antioxidante)



ABSTRACT

The fruit of cape gooseberry (Physalis peruviana L.) is used in traditional medicine
for glucose control. However, some studies have not proven any significant effects
of the fruit to control against this disease. Therefore, elicitation could increase or
modify the bioactive compounds of the fruit to improve its health benefits. The
objective of this project was to assess in fruits (Physalis peruviana) the elicitation
effect with different concentrations of salicylic acid (AS mM) on the phytochemical
composition, antioxidant capacities, as well as its antidiabetic properties. The fruit
was elicited weekly foliar with AS (0, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0 mM) during flowering and
fruit formation. The fruit was collected 12 weeks after its formation and dried for
analysis. Total phenolic, flavonoid and carotenoid compounds decreased by 26, 29
and 42 %, respectively, during elicitation. Non-extractable phenolic compounds
increase 14% and total phytosterols 2.7 times. The profile of bioactive compounds
is prolonged using a UPLC-PDA-ESI-QqQ system. They increased hydroxycinnamic
acids with 1.0 and 2.0 mM AS by 35-45%, and hydroxybenzoic acids with 0.25 mM
AS (15%). Elicitation did not change the concentration of the identified flavonoids.
For antioxidant capacities, the AS 1.0 mM fruit increased by 15 % by Q-ABTS with
respect to the fruit control. by DPPH, the AS 0.25, 0.5 and 2.0 mM fruits presented
a lower antioxidant capacity up to 25.5 % compared to the control fruit, for Q-DPPH,
AS 0.25 and 2.0 mM fruits decreased up to 14.6 % respect to the fruit control. For
the in vivo study, Wistar rats were fed for 13 weeks with a hypercaloric diet (DAGF)
and supplemented at 10 % with fruit control (DAGF + C), 1.0 mM AS elicited fruits
(DAGF + 1.0 mM AS) and 2.0 mM AS. (DAGF + AS 2.0 mM). Treatments did not
influence body weight, or serum glucose and triglyceride levels. The elicitation of the
cape gooseberry fruit with AS modified the content of bioactive compounds, although

it did not show health benefits, having a similar effect to the control of the fruit.

(Key words: Physalis peruviana, salicylic acid, diabetes, phytochemicals,
antioxidant capacity)
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1. INTRODUCCION

La resistencia a la insulina es un estado patologico en el cual los tejidos
dependientes de insulina presentan una menor respuesta metabdlica, provocando un
incremento de los niveles basales de glucosa vy triglicéridos, lo cual incrementa el
riesgo de padecer complicaciones cardiovasculares (Petersen & Shulman, 2018;
Karanchi et al., 2022). Por lo tanto, es necesario controlar estas alteraciones

metabdlicas.

Se ha reportado que el consumo del fruto de uchuva por humanos joévenes
adultos sanos, a los cuales se les realizé una curva de tolerancia a la glucosa, se
presentd una disminucion de la glicemia (Rodriguez-Ulloa & Rodriguez-Ulloa, 2007).
Adicionalmente, los extractos metandlicos del fruto y el fruto completo evaluados en
animales diabéticos y obesos produjeron una disminucién de los niveles séricos de
glucosa, un aumento en los niveles de insulina en sangre y glucégeno hepatico,
ademas mejoro la captacion de glucosa en musculo esquelético de ratones obesos
(EI-Mehiri et al., 2012; Sathyadevi et al., 2016; Pino-de la Fuente et al., 2020; Ezzat et
al., 2021). También se ha reportado que los extractos del fruto inhiben la actividad de
diferentes enzimas gastrointestinales in vitro como la glucosidasa y la amilasa (Rey et
al., 2015). Ademas, los niveles de triglicéridos séricos disminuyeron en ratones
inyectados con tritdn y tratados con extractos acuosos del fruto (Campos-Florian et al.,
2011). Estos beneficios se han atribuido a los &cidos fendlicos, tales como el acido
galico, flavonoides como la rutina, la quercetina, el kaempferol y carotenoides como el

B-caroteno (Ramadan, 2020).

Por otro lado, en estudios previos realizados por nuestro laboratorio, se observo
gue las decocciones del fruto no mostraron los beneficios anteriormente mencionados;
el fruto tampoco mejord la captacion de glucosa en preadipocitos 3T3-L1, que son
células insulino-dependientes; los extractos metandlicos de los frutos mostraron poca
inhibicién de la actividad de la enzima a-amilasa in vitro, blanco importante para
disminuir la hidrélisis del almiddn proveniente de la dieta. Ademas, estos extractos no
disminuyeron la glucosa en una curva de tolerancia al almidon en ratas sanas, siendo

similar al grupo que fue tratado solamente con almidén (Gonzalez-Buenrostro, 2020).



Por lo tanto, para mejorar el perfil fitoquimico y los beneficios del consumo de
componentes de plantas, se ha propuesto la induccion de estrés en las mismas
mediante el uso de elicitores, y con esta estrategia se han incrementar los compuestos
bioactivos (Shakya et al., 2019).

En un estudio previo realizado por nuestro laboratorio, la planta de uchuva fue
sometida a estrés salino. Y con el fruto recolectado se prepar6 una decoccion, la cual
no presentd un mayor efecto en la captacién de glucosa en preadipocitos 3T3-L1,
comparado con el fruto control, pero si mejoré la inhibicidn de la actividad de a-amilasa
in vitro. Sin embargo, al realizar una curva de tolerancia al almidon en ratas sanas, la
administracion del fruto elicitado no disminuy6 el pico hiperglucémico en las ratas en

comparacién con el almidén (Gonzéalez-Buenrostro, 2020; Mora-Gardufio, 2022).

Por ello, se propuso la elicitacién con otro compuesto como alternativa para
inducir una mayor respuesta en el perfil de compuestos fitoquimicos, tal como el acido
salicilico (AS). El AS es una fitohormona presente en las plantas que esta involucrada
en una respuesta de resistencia sistémica adquirida por el estrés, ademas, su

aplicacion incrementa el rendimiento agronémico (Ali, 2020).

Hasta ahora, no se han realizado estudios de la elicitacion de uchuva con acido
salicilico, solo hay estudios en frutos de la familia de la uchuva como el jitomate, donde
el AS se aplicé en etapa postcosecha sumergiendo el fruto de tomate en una solucion
al 1.0 mM, y se observé un incremento del contenido de los compuestos fendlicos y
licopeno (Kant, 2016). Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue evaluar la elicitacion
con diferentes concentraciones de &cido salicilico en el fruto de uchuva y evaluar su
composicién fitoquimica, capacidad antioxidante, asi como sus propiedades
antidiabéticas.



2. ANTECEDENTES
2.1 Insulinay resistencia alainsulina

La insulina es una hormona peptidica que se sintetiza por las células-$ del
pancreas (Petersen & Shulman, 2018). El principal efecto fisiolégico de esta hormona
en la regulacién de la utilizacién de nutrientes y el metabolismo intermedio se produce
en el estado postprandial cuando los aumentos variables de glucosa plasmatica

desencadenan la secrecion de insulina (Barazzoni et al., 2018).

Bajo condiciones fisiologicas de ingesta, el aumento de glucosa posprandial en
sangre induce la produccién y secrecion de insulina, la cual debe unirse a su receptor
para producir la translocacién del transportador de glucosa GLUT4 y permitir la
absorcion de la glucosa en células diana, como las del musculo y tejido adiposo blanco
(Petersen & Shulman, 2018; Berbudi et al., 2020).

Esto provoca la disminucién de los niveles de glucosa en sangre y su posterior
metabolismo para el almacenamiento o produccién de energia dependiendo de las
necesidades del individuo. Sin embargo, la resistencia a la insulina se origina cuando
existe un excedente de lipidos en los tejidos, provocando una desregulacion en la
translocacion de GLUT4 hacia la membrana (Petersen & Shulman, 2018; Berbudi et
al., 2020). Por lo tanto, la resistencia provoca una menor captacion de glucosa en tejido
adiposo y musculo e induce una mayor actividad gluconeogénica hepatica, generando
niveles elevados de glucosa (Petersen & Shulman, 2018).

Esta hiperglicemia provoca una mayor demanda de insulina para las células-f3
pancreaticas que, con el tiempo, estas células ya no son capaces de producir la misma
cantidad de esta hormona, resultando también en un estado de hipoinsulinemia
(Petersen & Shulman, 2018). Por otro lado, la resistencia a la insulina provoca una
elevacion de los niveles de triglicéridos, generando un estado de hipertrigliceridemia
(Petersen & Shulman, 2020).



2.2  Hipertrigliceridemia

De acuerdo con la ENSANUT, la prevalencia de triglicéridos elevados
diagnosticada en adultos mayores a 20 afios en México fue del 51.4 % en 2021
(ENSANUT, 2022).

La hipertrigliceridemia es uno de los padecimientos mas comunes que esta
relacionado con la presencia de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes mellitus.
En el caso de la diabetes tipo 2, hasta el 50% de los pacientes con este padecimiento

presentan hipertrigliceridemia (Parhofer & Laufs, 2019).

En la ingesta, los triglicéridos dietarios son hidrolizados en el duodeno por
accion de la lipasa pancreatica, formando un glicerol y acidos grasos libres, los cuales
se transportan en forma de quilomicrones, incrementando los niveles de triglicéridos
en torrente sanguineo. El remanente de quilomicrén se transporta al higado y se
incorpora junto con los triglicéridos de novo, los cuales aumentan por el alto consumo
de carbohidratos. Adicionalmente, en la resistencia a insulina se incrementa la lipdlisis
en el tejido adiposo, en donde dichos acidos grasos liberados son transportados al
higado y se reesterifican para sintetizar triglicéridos; ademas, en el higado se presenta
una disminucion de la p-oxidacion, lo que incrementa las VLDL y, por lo tanto, el riesgo
de problemas cardiovasculares (Basu & Goldberg, 2020; Petersen & Shulman, 2020;
Pirahanchi & Sharma, 2021; Karanchi et al., 2022).

Por lo tanto, en un estado de resistencia a insulina, ademéas de tratar la
hiperglicemia, se debe controlar la hiperlipidemia. El farmaco mas utilizado para el
control de la hipertrigliceridemia es la tetrahidrolipstatina, mas conocido por su nhombre
comercial, el Orlistat®. Este farmaco tiene un efecto de inhibicién competitiva sobre la
lipasa pancreatica, disminuyendo la hidrdlisis de los triglicéridos dietarios y la
absorcion de la grasa hasta en un 30 %, lo que incrementa la excrecion de grasas no

digeridas en las heces (Kumar & Chauhan, 2021; Katimbwa et al., 2022).

El Orlistat® forma enlaces covalentes con los residuos de serina del sitio activo
de la lipasa pancreéatica; sin embargo, el consumo a largo plazo de este farmaco puede

tener efectos secundarios graves como hepatotoxicidad, esteatorrea, lesion renal



aguda y pancreatitis aguda (Nwobodo, 2015; Bansal & Al Khalili, 2022). Por ello, existe
una necesidad de encontrar alternativas en la medicina tradicional para el tratamiento

y prevencion de las complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina.

2.3 Medicinatradicional y alimentacién

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor del 88 % de la
poblacién mundial utiliza la medicina tradicional para la atencion primaria de la salud.
La medicina tradicional es el conjunto de conocimientos, habilidades (capacidad de
emplear el conocimiento empirico) y practicas basadas en teorias, creencias y
experiencias de diferentes culturas, sean o no explicables y utlizadas para el
mantenimiento de la salud y para la prevencién, el diagnéstico, la mejora o el

tratamiento de enfermedades fisicas o mentales (World Health Organization, 2022).

De manera conjunta, la alimentacion tiene un papel fundamental para el control
de enfermedades. Sin embargo, a pesar de que muchos alimentos han sido utilizados
y recomendados por sus beneficios a la salud, algunos de estos no han sido evaluados
cientificamente o existen pocos reportes. Entra las alternativas recomendadas por sus
propiedades antidiabéticas esta el fruto de uchuva o Physalis peruviana (Bazalar-
Pereda et al., 2018).

2.4 Generalidades de Physalis peruviana

La uchuva (Physalis peruviana Linnaleus) es una planta herbacea originaria de
los Andes Peruanos, que crece y se cultiva a 800 — 3000 m sobre el nivel del mar, y

pertenece a la familia de las Solanaceas (Fischer et al., 2011; Ramadan, 2020).

La uchuva tiene la forma de un arbusto abovedado que puede crecer hasta 1 m
y requiere una temperatura 6ptima de 13 a 18 °C y una humedad relativa del 70 al 80
%. Las flores tienen forma de campana y son de color amarillo con manchas violaceas,
pero la caracteristica mas distintiva es el caliz fructifero color amarillo que se agranda
para cubrir la fruta y cuelga hacia abajo como una linterna, su tiempo de maduracion
es de 60 a 80 dias (Figura 1).



Una sola planta produce aproximadamente 300 frutos por cosecha, y cada fruto
pesa entre 4 — 5 g. El fruto tiene forma globosa parecida a la del tomate de cascara, y
su sabor se describe como agridulce, este es de color naranja-amarillo cuando
madura. Este fruto es climatérico, es decir, puede seguir madurando después de ser
cosechado (Mayorga et al., 2001; Fischer et al., 2011; Valdenegro et al., 2012; Singh
et al., 2019).

Figura 1. Fruto de Physalis peruviana (Singh et al., 2019).

2.5 Cultivo de Physalis peruviana

El cultivo y produccion de la uchuva se ha extendido en los ultimos afios en
varios paises latinoamericanos, entre ellos México, debido a que presenta buenas
perspectivas e interés en los mercados internacionales que se derivan de su capacidad
para adaptarse a diferentes tipos de suelo; arenosos, fértiles y bien drenados. El
interés también radica en sus caracteristicas nutricionales y propiedades medicinales
gue presenta el fruto (Ramadan & Moérsel, 2007; Fischer et al., 2011; Fischer et al.,
2014).

Los diversos usos de la uchuva se basan en el conocimiento ancestral de varias
culturas andinas, por lo que su fruto se ha utilizado como antiespasmaodico, diurético,
antiséptico, sedante, analgésico, y por sus fitoquimicos bioactivos. El fruto de uchuva
parece ser una materia prima muy interesante para el desarrollo de nuevos productos

alimenticios y bebidas funcionales (Ramadan, 2020).
2.6 Composicion proximal de Physalis peruviana

El andlisis proximal del fruto de P. peruviana se presenta en el Cuadro 1. Este

muestra un gran contenido de humedad (77.3-85.5 %), una baja concentracion de



grasas (<0-1-3.2 %), y con un contenido de carbohidratos de 11.9-19.6 % (Puente et
al., 2019).

Cuadro 1. Analisis proximal del fruto de Physalis peruviana L.

Componente Repo de Rodrigues Ramadan Briones- Yildiz Cortés

Carrasco et al. (2011) Labarca etal. -Diaz
& Encina (2009) et al. (2015) et al.
(2008) (2013) (2015)
Humedad (%) 78.9 81.0 78.9 77.3 - 85.5
Ceniza (%) 1.0 0.8 1.0 1.9 3.0 0.8
Proteina (%) 1.9 1.9 0.1-0.3 2.0 1.7 15
Grasas (%) <0.1 3.2 0.2 0.9 0.2 0.5
Carbohidratos
17.3 13.2 19.6 12.2 13.9 11.9
(%)
pH 3.4 - - 3.8 6.1 -
Energia total
76.8 88.7 - - - 58.0

(kcal/100 g)

2.7 Composicion fitoquimica de Physalis peruviana

Estudios recientes han demostrado que el fruto de uchuva contiene compuestos
fendlicos totales (6.24 mg eq. de acido galico/g base seca), flavonoides totales (0.44
mg eq. de rutina/g base seca) y proantocianidinas extraibles (0.44 mg eq. de
proantocianidinas/g base seca), ademas, también presenta carotenoides (14.71 mg

eq. de B-caroteno/100 g base seca) (Gonzélez-Buenrostro, 2020).

Otro estudio reportd que la uchuva contiene acidos fenolicos como el acido

ferulico, el acido galico, el acido cafeico, el acido clorogénico y el acido p-cumarico.



Los flavonoides reportados incluyen el kaempferol, la rutina, la miricetina, la
qguercetina, la catequina y la epicatequina (Olivares-Tenorio et al., 2016); asi como
fitoesteroles como el B-sitoesterol, el campesterol, el ergosterol, el estigmasterol y el

lanosterol (Ramadan, 2020).

2.8 Beneficios ala salud de Physalis peruviana

Rodriguez-Ulloa & Rodriguez-Ulloa (2007) reportaron que el consumo de 25 g
del fruto fresco de uchuva reduce los niveles de glucosa en sangre a los 90 y 120

minutos en una curva de tolerancia a la glucosa realizada en adultos jovenes sanos.

El-Mehiry et al. (2012) evaluaron el efecto del consumo de extractos
metandlicos del fruto (500 mg/kg de peso corporal via oral), y la suplementacién del
fruto completo (10%), y la suplementacion del fruto completo (10 %) en la dieta de
ratas con diabetes tipo 1 inducidas con estreptozotocina, observando una disminucion
de los niveles séricos de glucosa y un aumento de los niveles de insulina en sangre y

glucégeno en higado con ambos tratamientos.

Sathyadevi et al. (2016) reportaron un efecto similar con extractos acuosos del
fruto a dosis de 200 mg/kg durante 30 dias en ratas con diabetes tipo 2 inducida con
estreptozotocina y dieta alta en grasa y fructosa. Mientras que, Pino-de la Fuente et al.
(2020) reportaron que el consumo del fruto de uchuva (300 mg/kg/dia durante 8
semanas), mejoré la resistencia a la insulina y la captacién de glucosa ex vivo en

musculo esquelético de ratones obesos.

Se ha reportado que los extractos etanodlicos del fruto inhiben la actividad
enzimatica de diferentes enzimas gastrointestinales in vitro, mostrando inhibicién no
competitiva para la a-amilasa de Saccharomyces cerevisiae, e inhibiciébn competitiva
para la a-glucosidasa y maltasa intestinal de rata (Rey et al., 2015). Estas inhibiciones
fueron confirmadas por Ezzat et al. (2021), quienes reportaron que un extracto de
acetato de etilo del fruto aumentd la inhibicion de las enzimas a-amilasa, B-glucosidasa
y lipasa. En la evaluacion de dicho extracto, las ratas utilizadas en el modelo in vivo
presentaron una disminucién de los niveles glucosa en sangre en un modelo de
diabetes tipo 1 inducido con estreptozotocina (dosis de 50 mg/kg). Finalmente, el

consumo del fruto seco (0.02 g por via oral por cada 100 g de peso corporal en una
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Gnica administracion) produjo una disminucién de los triglicéridos séricos hasta en un
18.4 % en ratones inyectados por via intraperitoneal con triton, el cual fue utilizado

para inducir un estado de hiperlipidemia (Campos-Florian et al., 2011).

Por lo tanto, todos los reportes anteriormente mencionados demuestran que el
consumo del fruto, el jugo y los extractos del fruto de uchuva disminuye los niveles de
glucosa y triglicéridos en suero. En estudios previos realizados por nuestro grupo de
trabajo, se evaluaron decocciones al 3% p/v de un fruto de uchuva cultivado en Sinaloa
(México), sin embargo, en este estudio no se observd una mayor captacion de glucosa
en los preadipocitos 3T3-L1 tratados con decocciones del fruto. Se mostré poca
inhibicion de la a-amilasa in vitro de un extracto de compuestos fendlicos (11 %), y no
disminuy6 la glucosa en ratas en un curva de tolerancia al almidon (Gonzalez-
Buenrostro, 2020). Por lo tanto, las decocciones del fruto no mostraron los beneficios
reportados por otros autores. Por lo anterior, en este proyecto se plante6 utilizar
técnicas para mejorar el perfil fitoquimico del fruto de uchuva con la finalidad de

incrementar sus beneficios a la salud.

2.9 Aplicacién de estrés salino en el fruto de Physalis peruviana

Las plantas realizan la biosintesis de metabolitos secundarios como mecanismo
de defensa para contrarrestar el estrés provocado por herbivoros, patdgenos, sequia,
estrés salino Y la exposicion a la radiacién ultravioleta, entre otras sefiales (Shakya et
al., 2019).

Los metabolitos secundarios no son necesarios para el crecimiento y desarrollo
de la planta; no obstante, estos compuestos han adquirido relevancia para la
elaboracion de productos farmacéuticos, nutracéuticos, aditivos alimentarios y
agroquimicos. Por lo cual, se han empleado diferentes estrategias enfocadas en
inducir sefiales de estrés controladas para estimular y aumentar la produccion y
acumulacion de metabolitos secundarios en plantas, proceso conocido como
elicitacion (Ali, 2020).

El estrés salino es un tipo de elicitor abidtico, en el cual la planta se somete a

concentraciones elevadas de NaCl, provocando que se incremente la capacidad



antioxidante de las hojas y el contenido de enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Alves et al., 2017).

En un estudio en el cual la planta de uchuva se trat6 con diferentes
concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva a 10, 20, 30 y 40 mM durante 90 dias,
se presentd un menor rendimiento de la planta, como crecimiento del arbusto y numero
de frutos. En las hojas se observaron incrementos del 103 % de compuestos fendlicos
totales, 25 % de flavonoides y 34 % de polifenoles hidrolizables (HPP), mientras que,
el contenido de proantocianidinas no extraibles disminuy6 hasta en un 42 %. En el
fruto no se observaron efectos en el contenido de compuestos fendlicos totales,
mientras que, se presentdé un aumento del 20 % de flavonoides, 39 % de las
proantocianidinas extraibles (EPA) y 19 % de proantocianidinas no extraibles (NEPA).
En este estudio se observaron incrementos del contenido de compuestos bioactivos,
sin embargo, se presentaron efectos agronémicos negativos (Gonzalez-Buenrostro,
2020).

Se realizaron estudios con decocciones de los frutos elicitados con NaCl 40 mM
(en dosis de 0.25 mg/mL) en preadipocitos 3T3-L1 durante una hora, y no se observo
un incremento en la captacion de glucosa, aunque si mejoro la inhibicién de la actividad
de a-amilasa in vitro. Sin embargo, al realizar una curva de tolerancia al almidén en
ratas sanas, la administracion del fruto elicitado no disminuy6 el pico hiperglucémico
de los animales con respecto al grupo tratado solamente con almidén (Gonzélez-
Buenrostro, 2020, Mora-Gardufio, 2022).

Debido a los efectos agronémicos negativos producidos con la elicitacién de la
uchuva mediante estrés salino, asi como los a pocos beneficios a la salud observados
es importante identificar otras alternativas de elicitores para inducir una mejor
respuesta en el perfil de compuestos fitoquimicos, siendo el &cido salicilico una opcion
como elicitor debido a que este acido fendlico, ademas de mejorar el contenido de

compuestos bioactivos, mejora el rendimiento en las plantas (Ali, 2020).
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2.10 Mecanismo de la elicitacién con acido salicilico

El &cido salicilico (AS) es un compuesto fendlico endégeno en plantas y
desempeiia un papel importante en las etapas de crecimiento y desarrollo vegetal (Ali,
2020). El &cido salicilico estimula la expresion de genes de defensa contra el estrés,
lo cual genera una respuesta de resistencia sistémica adquirida (SAR por sus siglas

en inglés) (Kumar, 2014).

Con relacion a la induccion de metabolitos en plantas, el mecanismo inicia con
la aplicacion foliar de la solucién con &cido salicilico sobre la planta para su difusién a
través de la cuticula. Una vez en la planta, el acido salicilico se transporta a través del
floema y se une a su receptor, el cual estd presente en la membrana plasmaética,
provocando una cascada de sefializacion como respuesta al estrés (Pokotylo et al.,
2019; Shakya et al., 2019). La union del acido salicilico a su receptor activa las
proteinas G, las cuales a su vez promueven la salida de iones de potasio y cloro, y la
entrada de iones de calcio e hidrogeno, lo cual provoca una acidificacion citoplasmatica
que es esencial para la produccion de especies reactivas de oxigeno (Figura 2)
(Pokotylo et al., 2019; Shakya et al., 2019).

La afluencia de iones de calcio se considera la sefial mas importante para esta
cascada debido a su participacion en diferentes procesos fisiologicos y celulares por
la activacion de quinasas dependientes de calcio, e incluso es responsable de la
generacion de especies reactivas de oxigeno activando proteinas quinasas
dependientes del calcio. También, el acido salicilico activa a NADPH oxidasa para la

generacion de especies reactivas de oxigeno (Shakya et al., 2019).

Por otro lado, las proteinas G activan a las fosfolipasas PLA, PLC y PLD, las
cuales hidrolizan a fosfolipidos de membrana como IP2, estimulando los niveles de
cAMP, IP3 y DAG, liberando las reservas de iones de calcio intracelulares que activan
a las quinasas PKA y PKC. Estas proteinas quinasas fosforilan a las MAPK, que, junto
con la generacion de especies reactivas de oxigeno y el aumento de los iones de
calcio, activan genes de respuesta de reprogramacion transcripcional para la

produccion de metabolitos secundarios (Figura 2) (Shakya et al., 2019).

11



OQ‘YOH

Ca®™
Ca* \ 0,
NADPH
Oxidasa
.-
- SoD
K*/Cl- Activacion P
de protein H.0, < H.0,
quinasa l
Factores de -ﬁ
Transcripcion H.0
Biosintesis de J
metabolitos Traduccion Nucleo
secundarios de AS
.- NPR1
Traduccion

de enzimas TGA
(PAL, TAL) \_/,/

Figura 2. Mecanismo molecular de elicitacion con &cido salicilico en plantas. AS: acido
salicilico. PLC: fosfolipasa C, PLD: fosfolipasa D, PC: fosfatidilcolina, DAG: diacilglicerol, DAGK:

diacilglicerol quinasa, SOD: superoxido dismutasa, CAT: catalasa (Adaptado de Rivas-San Vicente &
Plasencia, 2011; Ramirez-Estrada et al., 2016; Shakya et al., 2019).

2.11 Efectos de la elicitacion de plantas con acido salicilico

En estudios con frutos de mango que fueron tratados con soluciéon de acido
salicilico 2.0 mM durante su precosecha, poscosecha y combinacion de pre y
postcosecha y almacenados a 13 °C durante 20 dias, se reportdé que la combinacion
incrementd el contenido de los compuestos fendlicos totales y las capacidades
antioxidantes (Win & Setha, 2022).
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Se ha reportado que la aplicacion de &cido salicilico en durazno a la
concentracion de 2 y 4 mM como tratamiento precosecha, asi como tratamiento
postcosecha, en los cuales los frutos se sumergieron en una solucion 2 mM, se
presentd una mejora de la vida de anaquel y un incremento en el contenido de vitamina

C y compuestos fendlicos (Salyari et al., 2022).

Respecto a estudios con frutos de la familia Solanaceae como la planta de
tomate (Solanum lycopersicum), éstas fueron tratadas en las partes aéreas con
solucién de AS 0.5 mM, 30 dias después del trasplante, tratados 4 veces con intervalos
de 7 dias. Los tratamientos con AS aumentaron ligeramente los contenidos de licopeno
y B-caroteno en extractos hexanicos, y de compuestos fendlicos totales y flavonoides
en extractos metanolicos en comparacion con el control. Sin embargo, no se
observaron incrementos en las capacidades antioxidantes medidas por ABTS, DPPH

y FRAP de los extractos metandlicos (Baek et al., 2021).

Otro estudio, las plantas de tomates fueron tratadas de manera foliar con
diferentes dosis de AS (0, 0.25, 0.05, 0.075, 0.1 y 0.125 mM) cada 15 dias después
del trasplante, con siete aplicaciones del elicitor a lo largo del ciclo de vida de las
plantas. Los resultados mostraron que el AS aument6 la firmeza y el rendimiento
(mayor peso y numero de frutos por planta) y disminuy6 la pérdida de peso en
comparacion con los valores del fruto control. El tratamiento 0.25 mM de AS aument6
significativamente el contenido de los compuestos fendlicos, flavonoides totales,
licopeno y vitamina C en un 40.1, 166.7, 16.9 y 31.5 %, respectivamente, comparados
con el fruto control. Estos efectos se atribuyeron a la capacidad bioestimulante del

acido salicilico (Sarifiana-Aldaco et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

En un estado de resistencia a la insulina existe un incremento de los niveles
basales de glucosa vy triglicéridos en sangre, los cuales aumentan el riesgo de

complicaciones a la salud.

Se ha reportado que diversas plantas utilizadas en la medicina tradicional son
ricas en compuestos fitoquimicos que tienen beneficios a la salud, como es el caso del

fruto de uchuva, el cual ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios.

El consumo del fruto de uchuva ha demostrado control de la glucosa, la insulina
y los triglicéridos en estudios in vivo y clinicos. Sin embargo, estudios realizados por
nuestro grupo de trabajo con decocciones de fruto mostraron poca capacidad para
transportar la glucosa en preadipocitos 3T3-L1. En animales sanos, los cuales fueron
sometidos a una curva de tolerancia al almidon, en conjunto con la decoccion del fruto

de uchuva, no se observo ningun efecto antihiperglicémico.

Una estrategia para mejorar los beneficios de las plantas es el incremento del
contenido fitoquimico de éstas, empleando herramientas como la elicitacién con AS.
Este &cido ha sido utilizado ampliamente, ya que, ademas de favorecer el crecimiento
de las plantas, es capaz de inducir la sintesis de fitoquimicos como los compuestos
fendlicos, los carotenoides y los fitoesteroles. Estudios previos realizados en tomates
de la familia de la Solanaceae, las plantas fueron asperjados de manera foliar con AS
durante la etapa de precosecha en los frutos se observo un incremento en el contenido
de carotenoides y compuestos fendlicos. Sin embargo, hasta el momento, no se han

reportado estudios con la fruta de uchuva elicitada con AS.

Por lo tanto, en este proyecto se planted evaluar el efecto de la elicitacion del
fruto de uchuva durante la etapa precosecha sobre los cambios en el contenido y perfil
de compuestos bioactivos y determinar la capacidad de los frutos elicitados para
controlar los niveles de glucosa y triglicéridos en torrente sanguineo de ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la elicitacién del fruto de Physalis peruviana con acido
salicilico sobre la composicion fitoquimica y sus propiedades antioxidantes y
antidiabéticas.

4.2  Objetivos particulares

e Evaluar del efecto de la elicitacion del fruto de Physalis peruviana con acido
salicilico sobre su composicion fitoquimica.

e Determinar las capacidades antioxidantes del fruto de Physalis peruviana

elicitado con acido salicilico.

e Evaluar los efectos hipolipidémicos e hipoglucémicos del fruto elicitado con

acido salicilico en ratas alimentadas con una dieta obesogénica
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
5.1.1 Material vegetal

Las semillas de uchuva se adquirieron en la casa comercial Saxflax®
(Alemania). Estas fueron cultivadas en Universidad Tecnoldgica de Culiacan (Sinaloa,
México) en condiciones de invernadero. Para la germinacion, las semillas se colocaron
en charolas de poliestireno con 200 cavidades y se utilizé agua y Peat moss Sunshine
Mix 3® como sustrato. A los 17 dias de la siembra, las semillas germinaron y se
trasplantaron a suelo con nutrientes y riego con agua 25 dias después de la
germinacion en 5 zurcos divididos en 3 partes iguales, separados 10 m entre cada

ZUrco.

Después de 105 dias del trasplante a suelo, la elicitacion comenz6 durante la
floracién y la formacion del fruto. Se aplicé de manera foliar diferentes concentraciones
de acido salicilico (0, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mM), utilizando 100 mL del elicitor por planta
una vez por semana. A los 84 dias de la formacion del fruto se detuvo la elicitacion y
se procedié a la recoleccién de los frutos (Figura 3), retirando el calice, estos se
secaron a 70 °C sin ventilacion durante 48 h, y se molieron. Se realizaron 3

repeticiones de cada tratamiento al azar, con 21 plantas por surco (7 por tratamiento).

Dia @ Dia 17 Dia 42 Dia 147 Dia 231 Dia 233
10/09/2020 27/09/2020  22/10/2020 04/02/2021 29/04/2021 01/05/2021
. 25 dias (3 . i
17 dias s em;ansa(s) 105 dias (15 semanas) 85::,?:3(51)2 48 horas
AS (mM):

0.0 0.25, 0.5, 1.0, 2.0

A

Germinacién Inicio de la elicitacion Recoleccion
(durante la formacién del fruto) del fruto
v L v
Siembra en Trasplante a suelo Término de la
semillero con con nutrientes y elicitacién

agua y Peat moss riego con agua

Figura 3. Metodologia de la elicitacion.
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5.1.2 Material bioldgico

Para el estudio in vivo, se trabajé con 35 ratas Wistar macho adultas de 10
semanas de edad con pesos promedio de 530-550 g, los cuales fueron donados por
el Instituto de Neurobiologia (UNAM, Juriquilla, Querétaro, México). El desarrollo del
estudio con los animales se llevo a cabo de acuerdo con el Anexo I, y aprobado por el
comité de bioética de la Universidad Auténoma de Querétaro con numero JPQ-
OFIC.204/2021), y con base en los lineamientos para experimentos con animales de
la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Previo a la experimentacion, los animales permanecieron una semana de
adaptacion en el bioterio del Posgrado de Alimentos de la Facultad de Quimica de la
Universidad Auténoma de Querétaro. Se colocaron dos animales por jaula de 452 cm?
y 20 cm de altura. Las jaulas contaron con un clip a prueba de escape, condiciones del
ambiente controladas con humedad (50 + 10 %), temperatura (25 £ 3 °C), ciclos de
fotoperiodo (12:12 h luz/oscuridad), y ventilacion de aire constante (12 cambios por

hora).

La elaboracion de las dietas se realizé de acuerdo con las buenas practicas de
manufactura, tomando en cuenta la edad de los animales a utilizar en el experimento
y utilizando dieta estandar (Rodent Diet 5001, LabDiet®). Asimismo, los animales se
etiquetaron para su identificacion marcando la cola mediante diferentes colorantes no

toxicos para las ratas, y se monitore6 la conducta de los animales.

Para garantizar las condiciones de higiene, se realizé limpieza diariamente de
los bebederos, comedores, pisos y charolas de recoleccion de orina y heces; se realizé
la limpieza de las jaulas cada tercer dia y se monitoreé el comportamiento de los

animales.
5.2 Metodologia
5.2.1 Medicién de color en frutos deshidratados

La medicién de color de los frutos deshidratados después de la molienda se
realiz6 mediante un colorimetro Konica Minolta® CM5100-W, bajo condiciones del
iluminante y observador respectivas de D65 y 10°. La medicion se realizo colocando
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la muestra en una caja Petri con superficie y laterales blancos, ubicando el lente sobre
la muestra. Para la medicion del color se calibré el equipo utilizando una placa de color
blanco. Para la adquisicion de las coordenadas L*, a*, b* se utilizo el software Espectra
Magic NX CM 5100 W®.

5.2.2 Cuantificacion de compuestos fitoquimicos
5.2.2.1 Extraccion de compuestos fendlicos totales en fruto

Los extractos de fruto deshidratado se obtuvieron mediante la metodologia
descrita por Hassan et al. (2011). Se mezclaron 0.5 g de fruto deshidratado con 20 mL
de una solucion metanol/agua acidificado a pH 2 (50:50, v/v). Las mezclas se agitaron
a 1500 g durante 1 h a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron por 10

min a 4000 g a 4 °C y se recuperd el sobrenadante.

Posteriormente, a los residuos se adicionaron 20 mL de una solucion
acetona/agua (70:30, v/v), se agitaron por una 1 h a temperatura ambiente y para
recuperar el sobrenadante se centrifugaron a 4000 g por 10 min y 4 °C. Los
sobrenadantes (metanol/agua 50:50 p/v y acetona/agua 70:30 v/v) se mezclaron para
determinar el contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y
capacidades antioxidantes utilizando las técnica de ABTS y DPPH (Hassan et al.,
2011).

5.2.2.2 Cuantificacién de compuestos fendlicos totales

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 mediante el método
de Folin Coicalteu descrito por Singleton et al. (1999) con algunas modificaciones. Se
mezclé una alicuota de 6 L de cada extracto, y se ajusto el volumen a 50 pL con agua
destilada, y se adicionaron 125 pL del reactivo de Folin Coicalteu 1 N y 625 pL de
solucion de carbonato de sodio al 20 % (p/v) en agua.

Posteriormente, las muestras se agitaron por 30 min, protegidas de la luz.
Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 765 nm y se realiz6 la cuantificacion
utilizando una curva de calibracion de acido galico de 0.002-0.011 mg equivalentes de
acido galico/mL de reaccion. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

acido galico por g de muestra seca (Singleton et al., 1999).
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5.2.2.3 Cuantificacion de flavonoides totales

Para la determinacion de flavonoides totales se utilizé el método colorimétrico
descrito por Oomah et al. (2005), con algunas modificaciones. De cada extracto se
tomaron 50 pL de muestra y se llevd a 230 yL con agua destilada. Después, se
adicionaron 20 pL de una solucién de 2-aminoetil difenilborato al 1 % (p/v) disuelto en
metanol y la reaccion se midié a 404 nm. Los resultados se calcularon utilizando una
curva estandar de rutina de 10-56 pg equivalentes de rutina/mL de reaccion, y los
resultados se expresaron como mg equivalentes de rutina/g de muestra seca (Oomah
et al., 2005).

5.2.2.4 Cuantificacion de compuestos fendlicos no extraibles

Para realizar esta técnica se uso el residuo del fruto deshidratado obtenido en
la seccidn 5.2.2.1. Esta metodologia fue descrita por Zurita et al. (2012). Primero se
pesaron 300 mg del residuo de la extraccion descrita en el punto (5.2.2.1), que fue
secado en horno a 45 °C sin ventilacién durante 12 horas, en seguida se mezclé con
4 mL de una solucién de HCl/n-butanol (5:95 v/v) con 0.7 g de FeCls por litro de
solucién, para realizar la hidrélisis de la muestra a 100 °C durante 1 h.

La mezcla se centrifug6 a 3500 g durante 10 min a temperatura ambiente y
después se recupero el sobrenadante. Posteriormente, se realizaron dos lavados con
2 mL de la solucién de hidrélisis HCL/butanol/FeCls y el volumen se aforé a 10 mL con
esta solucion (Zurita et al., 2012).

Finalmente, se leyeron las absorbancias a 450 nm y 555 nm. Los resultados se
calcularon utilizando una curva de proantocianidinas reportada por Zurita et al. (2012),
y se expresaron como mg equivalentes de proantocianidinas no extraibles/g muestra

seca.
5.2.2.5 Cuantificacion de carotenoides

Para esta determinaciéon se utilizé la metodologia reportada por Olives et al.
(2006). Se pesaron 0.5 g de fruto molido en tubos Falcon de 50 mL y se mezclaron

con 20 mL de una solucion de hexano:acetona:etanol (50:25:25 v/v/v) y agitacion
constante por 30 min. Después, se adicionaron 3 mL de agua y se dejo reposar la
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mezcla hasta la separacion de fases, se centrifugd por 10 min a 4000 g y se recuperé
la fase organica (fase superior), colocando la muestra en tubos Falcon limpios y
protegidos de la luz. El proceso de extraccion se repitio 1 vez mas y se mezclaron las
fases. La absorbancia de las muestras se midié a 446 nm (Olives et al., 2006).

La concentracion de B-caroteno se calculé de acuerdo con la ley de Lambert-

Beer con la siguiente férmula:

(ABS)(PM)(factor de dilucion)
(e)(distancia)

Concentracion de f-caroteno =

Donde:

ABS = Absorbancia de 446 nm

PM = Peso molecular (536.8726 g/mol)

¢ = Coeficiente de extincion molar para p-caroteno en hexano (139200 L/mol*cm)
Distancia=1 cm

Los resultados se expresaron como mg eq. de B-caroteno/g de muestra seca.
5.2.2.6 Cuantificacion de fitoesteroles

Para esta determinacion se utilizé el método colorimétrico con base en la
reaccion enzimatica de B-sitosterol descrito por Pinheiro-do Prado et al. (2013) con

algunas modificaciones.

Se pesaron 250 mg de fruto seco en tubos de vidrio y las muestras se
saponificaron a 80 °C durante 1 h con 5 mL de una solucion de KOH 0.5 M en metanol.
La fraccion no saponificada se separé agregando 1 mL de agua y 2 mL de hexano,
posteriormente se centrifugaron los tubos a 2739 g durante 5 min. Se tomaron
alicuotas de 0.6 mL de la fase superior de hexano y se transfirieron en tubos Eppendorf

con un flujo de aire constante y una temperatura de 45 °C para la evaporacion del
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disolvente (Pinheiro-do Prado et al., 2013), en un equipo SpeedVac Concentrator™
Savant™ SC210A (ThermoFischer, EE.UU).

El material no saponificado se resuspendio en 80 yL de isopropanol, el pellet
resuspendido se mezcld en un vortex, se adicionaron 300 L del reactivo enzimatico
Colesterol-LQ (Spinreact®, Espafia), incubandose la muestra a 35 °C durante 15 min.
Después del periodo de incubacion, la intensidad del color se midioé a 500 nm. Se utilizd
una curva de calibracion empleando un estandar comercial de B-sitoesterol (Sigma-
Aldrich®, México). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de pB-

sitoesterol/g de muestra seca (Pinheiro-do Prado et al., 2013).
5.2.3 Identificacién de compuestos bioactivos
5.2.3.1 Identificacién de compuestos fendlicos extraibles

Una mezcla de 10 mg de frutos secos con 1 mL de acetona/agua (85:15 v/v) se
homogeneiz6 durante 1 min. Luego, se sonicO durante 15 s con 45 s de retraso y
finalmente se repitidé tres veces. Los sobrenadantes se mezclaron, secaron en un
Labconco CentriVap® (EE.UU), se suspendieron en 100 uL de metanol (grado HPLC)
y se filtraron en una membrana de nailon (0.45 pm). Posteriormente, las muestras se

almacenaron a -20 °C hasta el analisis quimico.

El perfil de &cidos fendlicos, flavonoides y fitoesteroles se determind mediante
cromatografia liquida de ultra-alta resolucién (UPLC) (Waters Corp., Milford, MA,
EE.UU), acoplado a un arreglo PDA-ESI-QqQ (detector de diodos-ionizacién por
electropulverizacion-triple cuadrupolo) (Xevo TQ-S, Waters Corp., Wexford). La
columna utilizada para separar los compuestos fue una columna Aquity BEH C18, 2.1
x 150 mm, 1.7 um (Agilent), operada a 30 °C.

Para compuestos fendlicos, el perfil de elucién incluyé dos solventes: agua Milli
Q acidificada con 7.5 mM de &cido formico (99.9:0.1 v/iv H20:HCOOH) (Solvente A) y
acetonitrilo CH3CN (Solvente B): el gradiente de elucion fue: 0 min 3% B, 1.88 min 9
% B, 5.66 min 16 % B, 16.90 min 50 % B, 19.62 min 3 % B, y 20.0 min 3 % B, para la

estabilizacion de la columna a un caudal de 210 pL/min.
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Para fitoesteroles, el perfil de elucién incluyéo dos solventes: 7.5 mM
H20O/HCOOH (Disolvente A) y metanol/CH30H (Disolvente B): el gradiente de elucion
fue 0 min 85 % B, 2.0 min 90 % B, 8.0 min 100 % B, 9.0 min 85 % B, y 12 min 85% B.
La ionizacion se realizé utilizando como cosolvente metanol con 0.1% de acido formico
(v/v) a un flujo de 5 pL/min con el uso de un solvente isocratico (Waters Corp.,
Wexford).

La ionizacion por electropulverizacion (ESI), en condiciones negativas, fue la
siguiente: voltaje capilar 2.5 kV, temperatura de desolvatacién 400 °C, temperatura de
la fuente 150 °C, flujo de gas de desolvatacion 800 L/h y flujo de gas de cono 150 L/h,
flujo de gas de colision de 0.13 mL/min, energia de colisién en modo MS 5.0 y energia
de colision en modo MS/MS 20.0 (Diaz-Rivas et al., 2018).

Para la identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos y fitoesteroles,
se utilizd6 una mezcla de estandar (20 ng/uL) y B-sitosterol respectivamente, para
monitorear el tiempo de retencion y los valores m/z y las transiciones MS/MS. Se
registré el modo de monitoreo de reacciones multiples para muestras y estandares. El
procesamiento de datos y el control del espectrometro de masas de triple cuadrupolo
UPLC y Tandem Xevo TQ-S se realizaron con el software MassLinx Version 4.1
(Waters Corp.)

5.3 Determinacion de las capacidades antioxidantes e inhibicion enzimatica

5.3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de ABTS

Para esta técnica se utilizé la metodologia descrita por Re et al. (1999) con
algunas modificaciones, la cual consiste en la formacion del radical ABTS™
(2,2"azinobis-(-3 etilbensotiazolin-6-acido sulfonico)). Para ello, se mezclaron, 88 pL
de una disolucion de persulfato de potasio (140 mM) con 5 mL de una disolucion de
ABTS (7 mM), que se dejo reposar por 12 h en obscuridad a temperatura ambiente.
La mezcla se diluy6 en etanol hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm.
Posteriormente, se tomaron 6 uL del extracto obtenido en el punto (5.2.2.1), y se aford

a 20 pL con agua destilada, que se mezclaron con 230 uL del radical ABTS™.
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Se prepararon dos blancos; el blanco 1 se preparé con 20 yL de etanol y 230
ML de agua y el blanco 2 se prepard con 20 uL de agua y 230 L de etanol. Se utilizaron
dos controles: el control 1 se preparé mezclando 20 uL de etanol con 230 uL de radical
diluido, mientras que, el control 2 se preparé mezclando 20 pyL de agua con 230 uL del
radical ABTS*. Los blancos y los controles se agitaron por 6 min y se midio la
absorbancia a 734 nm. El porcentaje de inhibicion se calculé utilizando la siguiente
ecuacion:

(Abs c — Abs b) — (Abs m — Abs b)
*

Absc — Abs b 100

% de inhibicion =

Donde:

Abs c = absorbancia promedio de los controles 1y 2
Abs b = absorbancia promedio de los blancos 1y 2
Abs m = absorbancia de la muestra

Por altimo, se realizé una curva estandar de Trolox de 25-600 uM equivalentes
de Trolox/mL de reaccion para interpolar los datos, que se expresaron como mM

equivalentes de Trolox/g de muestra seca.

5.3.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de DPPH

Esta técnica se realizé con base en la metodologia descrita por Brand-Williams
et al. (1995) con algunas modificaciones. Este ensayo consiste en la disminucion de la
absorbancia a 517 nm por la reduccion del radical DPPH" (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo),
debido a la accion de los antioxidantes.

Para formar el radical DPPH®, se mezclaron 8 mg de DPPH con 100 mL de
metanol, agitando la mezcla para ajustar la absorbancia de 0.75-0.78 a 517 nm. Se
utilizaron 10-20 pL del extracto obtenido en el punto (5.2.2.1), y se ajustaron a 20 pL

con agua destilada, y se mezclaron con 200 pL del radical DPPH".

Para preparar el control, se mezclaron 20 pL de metanol con 200 pL del radical
DPPH’, y el blanco se preparé mezclando 200 yL de agua destilada con 20 uL de
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metanol. Posteriormente, la reaccion se agitd por 6 min y se midié la absorbancia a
517 nm (Brand-Williams et al., 1995).

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH* se calcul6 mediante la siguiente

ecuacion:

(Abs c — Abs b) — (Abs m — Abs b)
*

Abs c— Abs b 100

% de inhibicion =

Donde:

Abs ¢ = absorbancia promedio del control
Abs b = absorbancia promedio del blanco
Abs m = absorbancia de la muestra

Se empled una curva estandar de Trolox de 50-800 uM equivalentes de
Trolox/mL de reaccion para interpolar los resultados, que se expresaron como mM

equivalentes de Trolox por g de muestra seca (Brand-Williams et al. 1995).

5.3.3 Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de Q-
ABTS

Esta técnica se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita por Del Pino-
Garcia et al. (2015). La solucién patrén del radical ABTS™ se diluy6é con etanol hasta
una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm. Se pes6 1 mg del fruto seco de uchuva en
tubos de ensayo protegidos de la luz y se adicion6 10 mL de la solucién ajustada de
ABTS™.

Después de 30 min de incubacion con agitacion continua se midid la
absorbancia de las muestras a 734 nm y se rest6 de la absorbancia de la solucion de
trabajo de ABTS™*. Se realizé una curva de calibracién de Trolox como estandar y los

resultados se expresaron como pmol equivalentes de Trolox/g de muestra seca.
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5.3.4 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de Q-
DPPH

Esta técnica se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita por Del Pino-
Garcia et al. (2015). Se prepard una solucion patrén del radical DPPH® en metanol

puro, y se diluy6 hasta una absorbancia a 517 nm de 0.70 + 0.02.

Posteriormente, se pesaron 5 mg del fruto seco de uchuva en tubos de ensayo
cubiertos de la luz, y se les adicion6 10 mL de solucién ajustada de DPPH". Las
muestras se agitaron por 30 min a temperatura ambiente y la absorbancia se leyo a
517 nm. Se realiz6 una curva de calibracion de Trolox como estandar y los resultados

se expresaron como pmol equivalentes de Trolox/g de muestra seca.
5.3.5 Ensayo de la inhibicién de la lipasa pancreatica

Este ensayo se realiz6 mediante la técnica de Bustanji et al. (2011), con algunas
modificaciones. Se preparo una solucién de 10 mg/mL de la enzima lipasa pancreatica
porcina (Sigma-Aldrich®) en solucién amortiguadora de Tris-HCI (2.5 mM, pH 7.4 con
2.5 mM NacCl), para dar una concentraciéon de 5 mg/mL (200 unidades/mL), y se mezcl6
usando un agitador durante 15 min. La solucioén se centrifugd a 1600 g por 5 min a

temperatura ambiente, y se recupero el sobrenadante.

El control positivo se prepar6 disolviendo una capsula de Orlistat® de 120 mg
(farmaco inhibidor de la lipasa pancreatica) en 12 mL de DMSO (dimetilsulfoxido 99
%), y se centrifugd a 1600 g durante 5 min a temperatura ambiente y se recupero el
sobrenadante. En seguida, se prepar6 el sustrato disolviendo p-nitrofenil laurato (0.08
% p/v) en solucion de acetato de sodio 5 mM ajustado a pH 5.0 con HCl y 1 % de triton
X-100 mM. La mezcla se sometio a ebullicion para clarificar la solucion (Bustanji et al.,
2011).

En una microplaca de 96 pozos se mezclaron 80 pL de la solucién Tris 100 mM
(pH 8.2), 30 uL de la solucion de lipasa pancreatica (10 mg/mL), 90 pL de la solucion
p-nitrofenil laurato, y 10 uL de extractos metandlicos obtenidos en la seccion 5.2.2.1
(Bustaniji et al., 2011).
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El control negativo se preparo (100% de actividad enzimatica) utilizando 10 pL
de agua Milli-Q® en sustitucion de los extractos metandlicos. Para la preparacion del
control para la enzima se sustituyo la solucién de la enzima y el extracto por 40 pL de
agua Milli-Q®.

Para preparar el control del sustrato se sustituyé la solucion de p-nitrofenil
laurato y el extracto metandlico por 100 puL de agua Milli-Q®, y el control positivo se
preparo sustituyendo el extracto metandlico por 10 uL de la solucion de Orlistat® (10
mg/mL). Por dltimo, los blancos de la muestra se prepararon sustituyendo la enzima
por 30 uL de agua Milli-Q®.

La reaccion se incub6 a 37 °C por 2 h y se ley6 la absorbancia a 400 nm
(Bustanji et al., 2011). Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibicién de

lipasa pancreatica mediante la siguiente formula:

_Abs ce
(Abso—X A )—(Absm — Abs bm)
% de inhibicion = Abs cs s ce * 100
Abso—X A
Abs cs

Donde:
Abs o = absorbancia del control con 100% de la actividad enzimatica
Abs ce = absorbancia del control enzima
Abs cs = absorbancia del control sustrato
Abs m = absorbancia de la muestra
Abs bm = absorbancia del blanco de la muestra

5.4 Estudios del efecto antidiabético
5.4.1 Grupos experimentales

Para el modelo experimental, las ratas se clasificaron en 5 grupos de 7 animales
aleatoriamente: a) Control sano (Dieta estandar o STD), b) Control obeso (DAGF), c)
DAGF + Control, d) DAGF + AS 1.0 mM, e) DAGF + AS 2.0 mM (Cuadro 2). El
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tratamiento se llevo a cabo durante ocho semanas (agua y alimento ad libitum). En el

Cuadro 3, se muestra la composicion de las dietas estandar y DAGF.

Cuadro 2. Grupos de estudio para la evaluacion in vivo de los frutos de Physalis

peruviana.
Grupo Dieta
Grupo STD Estandar!
Grupo DAGF Alta en grasa y fructosa?
Grupo DAGF + Control Alta en grasa y fructosa + 10 % fruto control

Grupo DAGF + AS1.0 mM  Alta en grasa y fructosa + 10 % fruto AS 1.0 mM
Grupo DAGF + AS2.0 mM  Alta en grasa y fructosa + 10% fruto AS 2.0 mM

1Dieta estandar (Laboratory Rodent Lab 5001*, LabDiet®), 2Dieta alta en grasa y fructosa (60 % de dieta estandar,

20 % de grasas, 20 % de grasas y vitaminas y minerales 1 g x 3 kg de alimento).

Cuadro 3. Contenido nutrimental de las dietas utilizadas en el estudio in vivo.

Dieta alta en grasas y

Nutrientes Dieta estandar
fructosa
Proteinas 23 % 14 %
Carbohidratos 63.5 % 40 %
- Fructosa 0% 35%
Lipidos 45 % 40 %
- Saturados 1% 38 %
- Colesterol 0% 2%
Vitaminas 1% 3%
Minerales 8 % 3%

Se registr6 semanalmente el peso corporal de las ratas y el consumo de
alimento y, una semana antes del sacrificio, se colocaron los animales en jaulas

metabalicas para la recoleccion de las heces.
5.4.2 Determinacion de lipidos totales en heces

La cuantificacién de lipidos totales se realizé mediante la técnica descrita por

Coronado-Céceres et al. (2020), con algunas modificaciones. Las muestras de heces
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se recolectaron 24 horas previas al sacrificio, se secaron a 70 °C en campana de

extraccion, se molieron y se tamizaron.

Se pesaron 200 mg de heces en tubos Falcon de 15 mL y se adicionaron 2 mL
de solucién salina normal por tubo y se agitaron durante 1 min. En seguida, se
adicionaron 2 mL de una solucion de cloroformo:metanol (2:1, v/v), y la mezcla se agitd
durante 1 min. La suspension se centrifugd a 1000 g durante 10 min a temperatura
ambiente hasta formar dos fases, donde la fase liquida inferior (la cual contenia los
lipidos extraidos) se recuperd en tubos Eppendorf de 2 mL previamente pesados
utilizando una aguja de 22 G%. Las muestras se evaporaron al vacio y el contenido de
lipidos totales se cuantific6 mediante la siguiente férmula:

PF —PI

M )*100

Lididos totales en heces = (

Donde:
PF = Peso inicial del tubo (g)
Pl = Peso inicial del tubo (g)
PM = Peso de la muestra (g)
5.4.3 Sacrificio y recoleccion de muestras

Los animales, con ayuno de 12 h, fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(0.4 mL por kg de peso corporal) por via intraperitoneal, y se sacrificaron por
decapitacion con guillotina para recolectar su sangre en tubos Vacutainer. La sangre
recolectada se centrifugd a 3000 g a 4 °C durante 10 min, y el suero obtenido se

almacené a -70 °C hasta la realizacion de los analisis correspondientes.

Los desechos se manejaron de la siguiente manera; el material punzocortante
(jeringas utilizadas) se colocé en un recipiente rigido rojo de polipropileno resistente a
fracturas especial para objetos punzocortantes. El recipiente se rotulé6 como “residuos

peligrosos punzocortantes biolégico-infecciosos”.

Se designé un lugar adecuado para el almacenamiento temporal, con
temperatura de -20 °C para estos residuos por un periodo maximo de 15 dias hasta su

recoleccion por la empresa Servicios Especializados en Residuos S.A. de C.V., la cual
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garantizd el debido tratamiento de los residuos para evitar la proliferacion de
microorganismos patogenos. Ademas, el material quirdrgico utilizado se remojo
durante 12 h en cloro, se lavo y se esterilizé para su almacenamiento (NOM-087-
ECOL-SSA1-2002).

5.4.4 Determinacion de glucosay triglicéridos en suero

La glucosa y los triglicéridos se cuantificaron en el suero de las ratas utilizando

kits enzimaticos (Spinreact®, Espafia).
5.5 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico, los datos se expresaron como la media * la
desviacion estandar. La evaluacion de los datos estadisticos se determiné mediante
un andlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de confianza del 95 %, mientras que,
para el caso de las comparaciones en los modelos biolégicos fue del 90%. Se realiz6
la prueba de Tukey para la comparacion de medias; asimismo, se utilizé la prueba t de
Student para la comparacion entre dos medias. Los resultados se analizaron con el

paquete estadistico R version 4.1.0
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 Medicion de color en frutos deshidratados

El proceso de elicitacion modifica el perfil de compuestos bioactivos, incluyendo
algunos pigmentos asociados al color. En el caso del fruto de uchuva, el color se debe
principalmente a los carotenoides, como la B-criptoxantina, la luteina, el a-caroteno y
el. B-caroteno (Nawirska-Olszanska et al., 2017). Por ello, para determinar de manera
indirecta las modificaciones de estos compuestos en el fruto de uchuva elicitado con

acido salicilico, se realiz6 la determinacion de parametros de color.

En la colorimetria, los pardmetros de color mas importantes son las
coordenadas del espacio CIE L*a*b*. La luminosidad es representada como
coordenada L*, que va desde valores positivos (que indican mas luminosidad) hasta
valores negativos (que indican oscuridad). La coordenada a* expresa cambios de color
donde los valores negativos indican tonalidades verdosas y los valores positivos
indican tonalidades rojizas, y la coordenada b* expresa cambios de color donde los
valores negativos indican tonalidades azuladas y los valores positivos tonalidades
amarillas (Macdougall, 2010).

Otro espacio de color importante en la colorimetria es el valor de C* que
representa croma o saturacion, y puede definirse como la fuerza o dominancia del
tono. En el borde exterior del circulo se encuentran los tonos intensamente saturados.
Hacia el centro del circulo de colores, no domina ningun tono y se vuelven cada vez
menos saturados. El valor de h significa hue® o angulo de tono, el cual se expresa en
grados y comienza en el eje +a*, donde 0° es una tonalidad roja (+a*), 90° es una
tonalidad amatrilla (+b*), 180° es una tonalidad verde (-a*), y 270° es una tonalidad azul
(-b*) (Macdougall, 2010).

Con relacion a los resultados, se observé una mayor luminosidad en el fruto
control, mientras que, en los frutos elicitados se presentaron valores menores hasta
en un 12.8 %; resultados similares fueron observados para a* hasta en un 47.5 %, y
para b* en un 65.3 %. Estos resultados impactaron en el calculo de cromaticidad (C) y

en el de tonalidad (h), los cuales también fueron menores comparados con los del fruto
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control, hasta en un 63 y 26.7 %, respectivamente. Todos los valores de color en el

fruto seco no mostraron un efecto dosis dependiente (Cuadro 4).

En un estudio realizado por Nawirska-Olszanska et al. (2017), se reportd que
las coordenadas de color del fruto de uchuva secado a 70 °C y circulacion de aire con
flujo de 1.5 m-s™* durante 5 horas, fueron L* M= 40.66 + 0.54, a* = 6.15 + 0.7, y b* =
19.41 +0.71. Al comparar estos valores con los encontrados en nuestro estudio, donde
nuestros frutos fueron secados a 70 °C durante 48 h sin flujo de ventilacion, se puede
observar cierta similitud en las coordenadas L* y a*, sin embargo, el valor de b* fue
mayor al obtenido por estos autores, lo que sugiere una mayor tonalidad amarilla de

sus frutos.

Cuadro 4. Pardmetros de color en el fruto seco de Physalis peruviana elicitado con

acido salicilico.

Tratamiento (AS mM) L* a* b* C hO
Control 42.81 £0.292 8.30+0.482 10.75+£0.342 13.58 £0.562 52.34 £0.722
0.25 37.49+0.22¢ 3.95+0.22¢ 3.12+0.20¢ 5.03+0.24¢ 38.33+1.90°
0.5 39.22+0.42> 5.88+0.29> 590+0.19> 8.34+0.07° 45.11 +2.30¢
1.0 37.32+0.299 4.48+0.02¢ 3.73+0.219¢ 5.83+0.149 39.70+1.53°
2.0 38.00 £0.19¢ 5.21 +0.20° 4.85+0.24¢ 7.12+0.31¢ 4294 +0.38°

Los datos representan la media + la desviacién estandar, (n=3). Letras diferentes para los datos en una
misma fila muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. L*: luminosidad
(0 = negro, 100 = blanco), a*: ejes (+ 60 = rojo, - 60 = verde), b*: ejes (+ 60 = amarillo, - 60 = azul), C:
croma (0 = opaco, 100 = brilloso), h°: hue (0° - 180° presenta cambios de tono, donde 0° = rojo y 90° =

amarillo). Frutos secados a 50 °C durante 48 h sin flujo de ventilacion.

6.2 Composicion fitoquimica de los frutos de Physalis peruviana elicitados

con acido salicilico

Los compuestos fendlicos pueden encontrarse en frutas, legumbres, verduras,
té, vino, y café, en forma de glucésidos o agliconas, unidos a pared o libres; estos

tienen estructuras poliméricas o monomericas. En las plantas, estos compuestos se
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clasifican en acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos, y lignanos (Alara et al.,
2021).

Al cuantificar al cuantificar los compuestos fendlicos totales se determiné que
los frutos elicitados con é&cido salicilico 0.5 mM y 1.0 mM presentaron la misma
concentracion con respecto al fruto control, mientras que, contrario a lo esperado, hubo
una disminucién de hasta un 26 % de dichos compuestos en el fruto elicitado con 2.0
mM (Cuadro 5).

De acuerdo con Yildiz et al., (2015) el fruto de uchuva contiene 1.45 mg eq. de
acido galico/g de compuestos fendlicos totales. En los resultados que obtuvieron en
nuestro estudio se encontré que el contenido de compuestos fendlicos totales fue

hasta 2.55 mg eq. de acido galico/g, siendo 1.75 veces mayor a lo ya reportado.

En la determinacion de los flavonoides totales también se obtuvieron resultados
no esperados. Los frutos elicitados con acido salicilico presentaron concentraciones
similares en estos compuestos. Sin embargo, el fruto control mostré mayor contenido

de estos compuestos en un 29 % con respecto a los frutos elicitados (Cuadro 5).

Se ha reportado en el fruto de uchuva un contenido de flavonoides de 4.05 —
5.26 mg/g (Rop et al., 2012). El resultado mas importante obtenido en nuestro estudio

fue para el fruto control (1.39 mg/g), siendo hasta 66 % menor a lo ya reportado.

En un estudio realizado por Vithana et al. (2018) se encontrd que la elicitacion
del fruto de mango con acido salicilico disminuy6 el contenido de compuestos fendlicos
totales. Esto pudiera estar relacionado a que los compuestos fendlicos solubles se
desvian a la sintesis de compuestos fendlicos no solubles por la ruta de los
fenilpropanoides, para formar lignanos, lignina y cutina y, con ellos, fortalecer la
estructura del fruto, disminuyendo de esta manera su concentracion (Maceda et al.,
2021). Estos compuestos insolubles son conocidos como compuestos fenolicos no
extraibles (NEPP). A diferencia de los compuestos fendlicos extraibles, los NEPP
permanecen en los residuos de las extracciones y solo pueden ser liberados por
tratamientos como hidrélisis, ya sea quimica o enzimatica (Plumb et al., 2020). Para
determinar el efecto de la elicitacion sobre los NEPP se cuantificaron las
proantocianidinas no extraibles.
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Los frutos elicitados con AS 0.25 y 2.0 mM mostraron una menor concentracion
de compuestos fendlicos no extraibles, mientras que, el fruto elicitado con 1.0 mM
presentd una mayor concentracion de estos compuestos hasta en un 14.63 % (Cuadro
5). En nuestro estudio, el contenido de NEPP en el fruto de uchuva fue mayor hasta
un 55.2 % comparado con lo reportado por Gonzalez-Buenrostro (2020), el cual fue de
2.12 mg/qg.

De acuerdo con lo anterior, la disminucion de compuestos fendlicos solubles
favorece la formacion de compuestos fendlicos insolubles, sin embargo, esto no es
acorde a lo encontrado en este estudio, ya que la disminucion de solubles mas
importante se detectd en los frutos elicitados con 0.25y 2.0 mM y no se observo en
estos una mayor concentracién de compuestos fendlicos insolubles. Por lo tanto, dicha
disminucién podria asociarse a una menor sintesis de compuestos 0 a que estos

podrian utilizarse en otras vias de defensa para el fruto (INTAGRI, 2017).

Cuadro 5. Contenido de compuestos fendlicos en el fruto seco de Physalis peruviana

elicitado con acido salicilico.

Tratamiento (AS mM)

Compuesto
Control 0.25 0.5 1.0 2.0

Compuestos fendlicos

1 2.49+0.33%* 1.89 + 0.20° 2.13 + 0.08° 2.55+ 0.242 1.61 + 0.19°
totales

Flavonoides totales® 1.39+0.11% 1.11+0.04° 1.09 + 0.04° 1.22 + 0.05% 0.99 + 0.04°

NEPP3 2.87 £0.13° 1.93+0.09¢ 2.73 +£ 0.14" 3.29 + 0.11% 2.54 + 0.11°

Los datos representan la media + la desviacién estandar, (n=3). Letras diferentes para los datos en una
misma fila muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. *Compuestos
fenolicos totales reportados como mg eq. de acido galico/g base seca. 2Flavonoides totales reportados
como mg eq. de rutina/g base seca. SNEPP reportados como mg eq. de proantocianidinas no

extraibles/g base seca. NEPP: Compuestos fendlicos no extraibles.
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6.3 Determinaciéon de carotenoides totales

Los carotenoides son pigmentos naturales derivados de los isoprenoides
presentes en frutos y hortalizas. Estos compuestos producen coloraciones amarillas,
naranjas, rojas o purpuras y su importancia biolégica se debe a que presentan
actividad antioxidante en el organismo y pueden mejorar la resistencia a la insulina
(Roohbakhsh et al., 2017; Eggersdorfer & Wiss, 2018). Los principales carotenoides
en el fruto de uchuva son la luteina (fruto inmaduro) y el B-caroteno (fruto maduro),

encontrdndose principalmente en la pulpa del fruto (Ramadan, 2020).

Para el fruto de uchuva elicitado con &cido salicilico se presentd un menor
contenido de carotenoides totales al aumentar la concentracion del elicitor hasta 1.0

mM el cual exhibié 38 % menos contenido comparado con el fruto control.

Se ha reportado en el fruto de uchuva maduro un contenido de carotenoides de
33.2 mg/100 g (Etzbach et al., 2018). En nuestro estudio, el mayor contenido de estos
compuestos se determind en el fruto control (18.76 mg/100 g), lo cual es

aproximadamente 1.76 veces menor a lo anteriormente reportado.

Cuadro 6. Contenido de carotenoides totales en fruto seco de Physalis peruviana

elicitado con acido salicilico a diferentes concentraciones.

Tratamiento (AS mM)

Compuesto
Control 0.25 0.5 1.0 2.0

Carotenoides totales® 1876+ 0.942 1562+ 0530 13.39+0.54% 11.63+0.50° 12.67 + 0.94%

Los datos representan la media + la desviacién estandar, (n=3). Letras diferentes para los datos en una
misma fila muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. *Carotenoides

totales reportados como mg eq. de p-caroteno/100 g base seca.

La disminucion de estos compuestos por efecto de la aplicacion exdgena del
acido salicilico podria estar relacionado con la produccién de etileno. Se ha reportado
gue la elicitacion con acido salicilico tiene un efecto inhibidor de los genes de la ACC
oxidasa (ACO), enzima encargada de la sintesis de etileno (Pérez-Llorca et al., 2019).

El etileno es una molécula asociada con la maduracion de frutos; incrementa su
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concentracion conforme madura el fruto. A su vez, el contenido de carotenoides esta

ligado con la maduracion del fruto (Kant et al., 2016).

Se ha reportado que el fruto tomate (Solanum lycopersicon L.) cosechado y
posteriormente elicitado con &cido salicilico, present6 una disminucion en el contenido
de los carotenoides debido a una menor sintesis del etileno (Kant et al., 2016; Pérez-
Llorca et al., 2019). De manera similar, se sugiere que en el fruto de uchuva se podria
presentar este efecto debido a que este fruto pertenece a la misma familia del tomate,
lo cual indicaria que la aplicacion foliar de &cido salicilico en el fruto pudo haber

retardado su estado de madurez, por ende, tener un menor contenido de carotenoides.
6.4 Determinacion de fitoesteroles totales

Los fitoesteroles son compuestos similares en sintesis y estructura al colesterol.
Se ha reportado que tienen efectos benéficos a la salud, ejercen un efecto antioxidante
en el organismo, disminuyen la dislipidemia, y, ademas, tienen un efecto positivo en la

sefalizacion de la insulina (Puente et al., 2011; Mo et al., 2013; Vezza et al., 2020).

Estos compuestos pueden encontrarse en los frutos de manera libre o en forma
de ésteres con acidos grasos, glucésidos o esterilglucésidos acilados. El aceite
extraido de la pulpa y piel del fruto de uchuva presenta un contenido de fitoesteroles
de hasta 55.6 mg/g (Ramadan & Mdrsel, 2003; Mo et al., 2013).

En nuestro estudio se reportd un incremento del contenido de estos compuestos
al aumentar la concentracion del elicitor, hasta 2.7 veces en el fruto elicitado con el

tratamiento AS 2.0 mM comparado al fruto control (Cuadro 7).

Se ha reportado un contenido de 55.6 mg/g de fitoesteroles totales en el aceite
del fruto de uchuva (Ramadan & Mdorsel, 2007). No obstante, en el estudio ya reportado
se concentrd el aceite del fruto y se cuantificO mediante cromatografia de gases,
mientras que, la técnica usada en nuestro estudio para la cuantificacion de fitoesteroles
fue una prueba colorimétrica, siendo esta prueba colorimétrica menos especifica que

la cromatografia de gases.
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Cuadro 7. Contenido de fitoesteroles totales en el fruto seco de Physalis peruviana

elicitado con acido salicilico a diferentes concentraciones.

Tratamiento (AS mM)

Compuesto
Control 0.25 0.5 1.0 2.0

Fitoesteroles totales® 2302+ 2.49¢ 21.43+2.00c 23.57 +2.18° 44.32 + 2.11° 63.08 + 6.782

Los datos representan la media + la desviacion estandar, (n=3). Letras diferentes para los datos en una
misma fila muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. 1Fitoesteroles

totales reportados como mg eq. de B-sitoesterol/100 g base seca.

Se ha reportado que disminuye la sintesis de carotenoides con la elicitacién con
acido salicilico y el etileno por la inhibicién de la enzima geranilgeranil pirofosfato
sintasa, enzima clave para la sintesis de carotenoides (Figura 4). La inhibicion de esta
enzima provoca la acumulacion de dimetilalil pirofosfato y este compuesto puede salir
del plastido al citoplasma, disminuyendo la sintesis de carotenoides para favorecer la
sintesis de fitoesteroles (Ali, 2021; Srivastava et al., 2022).
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Figura 4. Sintesis de fitoesteroles inducida por la elicitacion con acido salicilico en
Whitania somnifera. AS: acido salicilico. IPP: Inositol pirofosfato. DMAPP: Dimetilalil pirofosfato. IDI:

Isopentenil difosfato isomerasa. MEV: Mevalonato. MEP: 2-C-metil-D-eritriol-4-fosfato (adaptado de

Srivastava et al., 2022).

6.5 Identificacién de compuestos bioactivos en el fruto de Physalis peruviana

elicitado con acido salicilico

Se realiz6 la identificacion del perfil fitoquimico de los extractos metandlicos de
los frutos de uchuva elicitados con acido salicilico para identificar cambios en los

compuestos fenolicos extraibles debidos a la elicitacion con acido salicilico.

En la identificacion de compuestos se encontraron 5 acidos hidroxicinamicos, 8
acidos hidroxibenzoicos, 2 flavan-3-oles, 3 flavanoles, 1 flavanona y 3 flavonas
(Cuadro 8).
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De los &cidos hidroxibenzoicos, el acido shikimico fue el acido fendlico mas
abundante en todos los frutos, y de los acidos hidroxicinamicos, el acido quinico fue el
gue se tuvo un mayor contenido en todos los frutos. Otros autores han reportado que
el &cido galico es el compuesto mayoritario del fruto de uchuva, seguido de acido 4-

hidroxibenzoico, naringenina y acido benzoico (El-Beltaji et al., 2019).

La elicitacion con &cido salicilico produjo un incremento de acidos
hidroxicinamicos de un 35-45 %, siendo mas importante este efecto para los frutos
elicitados con 1.0 mM y 2.0 mM. Mientras que, para los acidos hidroxibenzoicos, el
incremento solamente se observo en frutos elicitados con la concentracion de 0.25 mM
(15 %). Contrario a lo esperado, para frutos elicitados con 2.0 mM de acido salicilico,
se observo una disminucion del 16 % del contenido de estos compuestos. Ademas, la
elicitacion no modifico ninguno de los flavonoides identificados.
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Adicionalmente, se identificaron algunos compuestos que se reportaron como
intensidad de sefial (Cuadro 9). Para los &acidos hidroxibenzoicos, el acido
hidroxibenzoico hexdsido fue el compuesto que presentod la mayor intensidad, el cual
aumento en los frutos elicitados con 0.5y 1.0 mM comparado con el fruto control. Para
los acidos hidroxicinamicos, el compuesto con mayor intensidad fue el acido cafeico
hexdsido, seguido de los acidos cafeolquinicos Il y lll. Estos acidos disminuyeron
considerablemente con la elicitacion con &cido salicilico, siendo mayor el efecto para
estos dos acidos particularmente con la concentracion de 2.0 mM. Otro compuesto
mayoritario fue el acido sinapico hexéxido y, contrario al comportamiento
anteriormente mencionado, este compuesto incrementdé con la elicitacion,
principalmente en frutos elicitados con 0.5 mM. Para el caso de las flavonas e

isoflavonas, estas aumentaron frutos elicitados con acido salicilico 0.5 mM.

En un estudio de El-Beltagi et al. (2019) demostraron que el acido galico es el
acido mayoritariamente detectado en el fruto de uchuva, mientras que, en nuestro
estudio los compuestos mayoritarios fueron el acido quinico y shikimico, los cuales,

ademas, no han sido previamente reportados en el fruto de uchuva.

Para el caso de los flavonoides, los encontrados en nuestro estudio se
identificaron la naringenina, el kaempferol, la apigenina, la galocatequina galato, la
quercetina y la rutina, y estos compuestos ya habian sido reportados previamente por
otros autores (Olivares-Tenorio et al., 2016; El-Beltagi et al., 2019; Ezzat et al., 2021).
No obstante, la proantocianidina B1/B2, la naringina, la acacetina, la luteolina, la

apigenina dihexésido y la genisteina dihexdsido no han sido reportados.

Por otro lado, también se detectaron 5 fitoesteroles en los extractos de los frutos
de uchuva. El estigmastanol y el ergosterol son los Unicos que aumentaron en los frutos
elicitados con con acido salicilico, principalmente a la concentracion de 2.0 mM
(Cuadro 9). Sin embargo, el B-sitoesterol, el campesterol, y el estigmasterol no se
modificaron por efecto de la elicitacion. Se ha reportado previamente que el B-
sitoesterol, el estigmasterol, el campesterol y el ergosterol, se encuentran en el fruto

de uchuva, mientras que, el estigmastanol no ha sido previamente reportado.
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6.6 Medicion de la capacidad antioxidante en extractos del fruto seco de

Physalis peruviana elicitado con acido salicilico

Determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene su
importancia en la prevencion de reacciones de oxidacion. Los polifenoles difieren
en su estructura quimica y pueden tener diferente grado de solubilidad que varia
por su peso molecular, grado de glicosilacion acilacion o esterificacion. Por este
motivo, se han implementado distintas técnicas para determinar la capacidad
antioxidante de los alimentos, siendo los mas comunes los que utilizan los radicales
ABTS™ y DPPH’, y estos determinan la capacidad antioxidante de compuestos con
diferente solubilidad (Del Pino-Garcia et al., 2015).

Estos dos radicales (ABTS™ y DPPH®) pueden ser neutralizados mediante la
reduccion directa por la transferencia de electrones o por atrapamiento del radical
por la transferencia de atomos de hidrégeno, donde un medio acido facilita el
mecanismo de transferencia de electrones. El ABTS™* es soluble en solventes
polares, mientras que, el DPPH* es soluble en solventes organicos (Cerretani &
Bendini, 2010). Ademas, se deben considerar las capacidades antioxidantes
asociadas a los residuos de las extracciones acuosas-organicas. Dichos

compuestos antioxidantes no estan disponibles en el intestino delgado.

Ademas, se deben considerar las capacidades antioxidantes asociadas a los
residuos de las extracciones acuosas-organicas, cuyos compuestos no estan
disponibles en el intestino delgado como los compuestos fendlicos no extraibles
(NEPP). Sin embargo, estos compuestos pueden llegar intactos al colon o ser
fermentados por la microbiota presente en el mismo, liberando asi metabolitos que
tienen capacidad antioxidante. Algunos productos de origen vegetal que contienen
NEPP en sus residuos de extraccion, constituyen una fraccion relevante para la
capacidad antioxidante de las muestras (Saura-Calixto & Gofii, 2006). Por lo tanto,
se han desarrollado técnicas como la Quencher (Q-) que se basa en la interaccion
directa de la matriz solida con los reactivos. Asi, los antioxidantes solubles de la
matriz atrapan el radical presente en el medio de la reaccion de acuerdo con las

reacciones liquido-liquido, mientras que, los componentes antioxidantes
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incorporados a las particulas insolubles despliegan su capacidad antioxidante de
las reacciones de superficie que ocurren en la interfase sdlido-liquido (Del Pino-
Garcia et al., 2015).

Con base en lo anteriormente planteado, se realiz6 en este estudio las
técnicas antioxidantes de los compuestos extraibles y de la matriz completa. Para
el caso de la capacidad antioxidante del fruto de uchuva medida por ABTS se
observo una disminucion del 31 % para los frutos elicitados con acido salicilico 0.25
mM con respecto al fruto control, mientras que, para los demas tratamientos no se
observé diferencia estadistica significativa. Para Q-ABTS, estas capacidades fueron
hasta 20 veces mas altas comparadas con ABTS, y el tratamiento con AS 1.0 mM
incrementd en un 15 % la capacidad Q-ABTS del fruto elicitado respecto al fruto
control, mientras que, el AS 2.0 mM disminuy6 un 41 % (Figura 5). Estos resultados
son mayores a lo descrito por Bazalar et al., (2018) y Olivares-Tenorio et al., (2016),
esto podria estar relacionado a que estos autores realizaron esta capacidad

antioxidante en la matriz alimentaria fresca.

El comportamiento de la capacidad antioxidante medida por ABTS no esta
relacionado con la concentracion de los compuestos fendlicos totales ni a los
flavonoides totales (Cuadro 10), ya que los frutos elicitados con 0.25 y 2.0 mM
fueron los tratamientos que presentaron menor contenido de estos compuestos
(Cuadro 5); sin embargo, los frutos elicitados con la concentraciéon de 2.0 mM
presentaron mayor antioxidante. El efecto antioxidante podria estar asociado a

compuestos no determinados en este estudio.

Este incremento de la capacidad antioxidante evaluado por Q-ABTS en los
frutos elicitados con &acido salicilico 1.0 mM podria asociarse a la elevada
concentracion de compuestos fenolicos no extraibles determinados en estas
muestras (3.29 mg/g). Mientras que, la disminucion de Q-ABTS para los frutos
elicitados con 2.0 mM podria también asociarse a estos compuestos, los cuales
mostraron en menor concentracion en este tratamiento (2.54 mg/g). No obstante, el

fruto elicitado con &cido salicilico 0.25 mM presento la menor concentracion de estos
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compuestos (1.93 mg/g), y la capacidad antioxidante fue similar a de los frutos

elicitados con 0.5 mM (2.73 mg/q).
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Figura 5. Capacidad antioxidante medida por ABTS* y Q-ABTS en los extractos

metandlicos del fruto de Physalis peruviana elicitado con acido salicilico. Los datos

representan 3 réplicas + la desviacién estandar. Letras diferentes para los datos en una misma fila
muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. ABTS*: acido 2,2’-

azino-his (3- etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

Por otro lado, las capacidades antioxidantes medidas por el método de DPPH
de los frutos elicitados con 0.25, 0.5 y 2.0 mM fueron menores hasta en un 25.5 %
respecto al fruto control. Esto podria estar relacionado a una menor cantidad de
compuestos bioactivos hidrofébicos en los frutos elicitados, tales como los

carotenoides, los cuales disminuyeron en los frutos elicitados con acido salicilico.

Asimismo, la evaluacién de la capacidad antioxidante mediante Q-DPPH
mostré una diminucion de un 14.6 % para los frutos elicitados con acido salicilico
0.25 mM y de un 13 % para los frutos elicitados con 2.0 mM con respecto al fruto
control. Esta técnica permite determinar la capacidad antioxidante de la matriz
completa; por lo que compuestos hidrofébicos que puedan donar un proton puedan
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verse afectados por la elicitacién, como los polifenoles hidrolizables o fitoesteroles,

entre otros.

Al realizar el analisis de correlacion, se pudo determinar que existe una
asociacion de la capacidad antioxidante por Q-DPPH a los compuestos fendlicos
totales (p<0.05) (Cuadro 10), sin embargo, no hubo asociacion de esta capacidad
antioxidante con los NEPP, donde los frutos elicitados con 1.0 mM y los frutos
control presentaron la mayor concentracion de NEPP y esto no se reflejé en una
mayor capacidad antioxidante (Figura 6). Esta falta de asociacion puede deberse a
que los NEPP podrian ser compuestos conformados por un ndmero bajo de
unidades fendlicas, las cuales son mas hidrofilicas y menos reactivas con el medio

utilizado para la técnica de DPPH, el metanol (Del Pino-Garcia et al., 2015).
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Figura 6. Capacidad antioxidante medida por DPPH' y Q-DPPH en los extractos

metandlicos del fruto de Physalis peruviana elicitado con acido salicilico. Los datos

representan 3 réplicas + la desviacidon estandar. Letras diferentes para los datos en una misma fila
muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. DPPH: 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo.
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Cuadro 10. Coeficientes de correlacion Pearson para las capacidades antioxidantes
en frutos deshidratados de Physalis peruviana elicitados con diferentes

concentraciones de acido salicilico.

Determinacion ABTS DPPH Q-ABTS Q-DPPH
Compuestos fendlicos totales 0.338 0.201 0.201 0.004*
Flavonoides totales 0.803 0.669 0.669 0.626
NEPP 0.2 0.553 0.553 0.298

Estos datos representan el coeficiente de correlacion de Pearson. * indica una correlacion estadisticamente
significativa 0=0.05. NEPP: Compuestos fendlicos no extraibles

6.7 Ensayo de inhibicion de la lipasa pancreatica

Posteriormente, se realizdé la prueba de inhibicion in vitro de la lipasa
pancreética con los extractos metandlicos del fruto. En este ensayo no se encontro
diferencia estadistica significativa entre los extractos de los frutos elicitados 0.25,
0.5y 1.0 mM, con respecto al del fruto control, mostrando una inhibicién de hasta
un 41 %, sin embargo, con el tratamiento 2.0 mM se observé un efecto contrario a
lo esperado, ya que estos extractos presentaron una menor inhibicién de la enzima

en un 17 % comparado con el del fruto control (Figura 7).

En un estudio previo realizado por nuestro laboratorio (Gonzalez-Buenrostro,
2020), se obtuvieron resultados parecidos a los presentados en nuestro estudio. El
fruto de uchuva disminuy® la hidrdlisis de los triglicéridos en el intestino comparando
la inhibicién ejercida por los extractos de los frutos elicitados con el farmaco

Orlistat®, el cual, como se esperaba, inhibié la actividad de esta enzima en un 49%.

Uno de los compuestos encontrados en el andlisis cromatografico que podria
participar en la inhibicion in vitro de la lipasa pancreatica es el &cido feralico (Cuadro
8). Se ha reportado que este acido fendlico es un inhibidor de la lipasa pancreatica,
y a concentracion de 15 yg/mL puede inhibir la actividad de esta enzima hasta casi
un 60% (Salau et al., 2021). Por ello, la prueba de inhibicion de la lipasa pancreatica
observada en este estudio podria estar relacionada a este acido fendlico.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion de la actividad enzimética de la lipasa
pancreatica in vitro del extracto del fruto de Physalis peruviana elicitado con

acido salicilico. Los datos representan la media (% de inhibicién de la actividad enzimética de

la lipasa pancreatica) + la desviacién estandar, (n=3). Letras diferentes para los datos en una misma
fila muestran una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medida por Tukey. Orlistat®: control

positivo, farmaco utilizado para inhibir la actividad enzimatica de la lipasa pancreatica.

Se debe considerar que este ensayo in vitro es Unicamente predictivo, debido
a que este se realiza en un ambiente controlado (in vitro), en el cual, no se
consideran todos los factores gastrointestinales relacionados con los procesos de
biotransformacion; no obstante, estas actividades deben ser confirmadas en
estudios in vivo (Herrera et al., 2019).
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6.8 Evaluacion in vivo del fruto de Physalis peruviana elicitado

suplementado en dieta alta en grasay fructosa

6.8.1 Peso corporal

Para determinar el efecto hipoglucémico e hipolipidémico del fruto de uchuva
elicitado con acido salicilico se alimentaron ratas con una dieta hipercaldrica. Estas
ratas se dividieron en 5 grupos: control sano, alimentado con dieta estandar (STD),
control obeso, alimentado con dieta alta en grasa y fructosa (DAGF), y los
tratamientos con DAGF suplementada con fruto control (DAGF + C), DAGF
suplementada con fruto elicitado con AS 1.0 mM (DAGF + AS1.0 mM) y DAGF
suplementada con fruto AS elicitado con 2.0 mM (DAGF + AS 2.0 mM), en
concentracion de 10 g de fruto por kg de animal. A cada grupo se le determiné el

peso corporal por semana (Figura 8).

A la semana 13, se observo una diferencia estadistica significativa del peso
corporal entre el grupo STD y el grupo DAGF, hasta un 12 %. Contrario a lo
esperado, en la semana 12 Unicamente se pudo observar una disminucién en el
peso corporal hasta de un 5 % en el grupo DAGF + C; sin embargo, esta disminucién

no fue significativa estadisticamente.

Resultados similares fueron reportados por Pino-de la Fuente et al., (2020),
en un estudio con ratones alimentados ad libitum con dieta alta en grasas,
encontraron una disminucion del 7 % a las 8 semanas de tratamiento con esta dieta

alta en fructosa suplementada con la pulpa de Physalis peruviana.

De los &cidos fendlicos cuantificados en el perfil fitoquimico, el acido feralico
se ha reportado que puede inferir en la regulacion de la glucosa y los lipidos séricos
por la regulaciéon en la expresion de genes lipogénicos y gluconeogénicos en tejidos

hepaticos (Naowaboot, et al., 2016).

Otro acido fendlico que podria tener efectos hipolipidémicos e
hipoglucémicos es el acido cafeico hexdxido. Si bien el &cido cafeico hexésido fue
un acido que no se pudo cuantificar, este acido presentd una mayor intensidad de

sefal comparada con los demas compuestos identificados. Se ha reportado que el
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acido cafeico disminuye la obesidad e hiperlipidemia en ratones y se ha planteado
gue el mecanismo por el cual se observé este beneficio es por la disminucién de la

expresion de genes hepaticos ligados con la lipogénesis (Liao et al., 2013).
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Figura 8. Peso corporal de las ratas alimentadas con dieta hipercaldrica y

suplementada con fruto de Physalis peruviana. Los datos representan la media + desviacion

estandar, (n = 7). Una letra distinta en los datos en la misma fila muestra una diferencia estadistica

significativa (a = 0.05) medido por la prueba de Tukey. DAGF: dieta alta en grasa y fructosa.

6.8.2 Efecto delos frutos de Physalis peruviana elicitados con acido salicilico
sobre los triglicéridos en suero de ratas obesas

Los animales del grupo DAGF presentaron un incremento del 68% en los
niveles de triglicéridos comparado con los niveles en los animales del grupo STD.
Mientras que, los grupos tratados con fruto elicitado presentaron concentraciones
similares de triglicéridos a los del grupo obeso (Figura 9). Sin embargo, esta falta
de efecto en los niveles de triglicéridos en suero no esta asociado a la inhibicién de
la lipasa pancreética, ya que esta enzima fue inhibida en un 41 % (Figura 7), lo que
podria sugerir una disminucion en torrente sanguineo de los niveles de triglicéridos.
Por lo tanto, estos resultados sugieren que los compuestos bioactivos presentes en

los extractos metandlicos que inhibieron esta enzima no se encuentran accesibles
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en el fruto completo, posiblemente estos compuestos podrian quedar atrapados en

la matriz.
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Figura 9. Concentracion de triglicéridos en suero ratas tratadas con una dieta

hipercalorica y suplementada con fruto de Physalis peruviana. Los datos representan la

media + desviacién estandar, (n = 7). Una letra distinta en los datos en la misma fila muestra una
diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medido por la prueba de Tukey. DAGF: dieta alta en

grasay fructosa.

6.8.3 Determinacion de lipidos totales en heces de ratas obesas

suplementadas con fruto de Physalis peruviana elicitado con &cido salicilico

Se realizé la determinacion de los lipidos totales en heces para complementar
los observado en el punto 6.9, observandose un incremento del 70 % en el grupo
DAGF comparado con el grupo STD; mientras que, no se observdo una mayor
excrecion de estos lipidos en los animales tratados, dado que estos no presentaron
diferencia estadistica significativa respecto al grupo DAGF (Figura 10). Con esto,

se comprobd6 que no hubo un efecto de inhibicion de la lipasa pancreatica.
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Figura 10. Contenido de lipidos totales en heces de ratas tratadas con una dieta

hipercalorica y suplementada con fruto elicitado de Physalis peruviana. Los datos

representan la media = desviacion estandar, (n = 7). Una letra distinta en los datos en la misma fila
muestra una diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medido por la prueba de Tukey. DAGF:

dieta alta en grasa y fructosa.

6.8.4 Efecto de los frutos de Physalis peruviana elicitado con acido salicilico

sobre la glicemia en suero de ratas

Se observé un aumento del 66 % en la concentracion de la glucosa en el
suero de las ratas del grupo DAGF con respecto a la del grupo STD, mientras que,
los animales con los tratamientos mostraron una disminucion del 20 % con respecto
al grupo DAGF; sin embargo, esta disminucién no fue estadisticamente significativa
(Figura 11).
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Figura 11. Concentracién de la glucosa sérica de ratas tratadas con una dieta

hipercaldrica y suplementada con fruto de Physalis peruviana. Los datos representan la
media + desviacion estandar, (n = 7). Una letra distinta en los datos en la misma fila muestra una
diferencia estadistica significativa (a = 0.05) medido por la prueba de Tukey. DAGF: dieta alta en

grasay fructosa.

Los resultados presentados en este estudio son similares a lo
reportado por Pino-de la Fuente et al., (2020), quienes administraron pulpa de
uchuva a ratones obesos y observaron una disminucion estadistica del 11.7 % en
el grupo tratado con el fruto de uchuva respecto a su grupo obeso. Ademas, estos
autores asocian este beneficio con un mejoramiento de la sefializacién de la insulina
en el muasculo. En ese estudio administraron 0.3 g de pulpa/kg; mientras que,

nosotros evaluamos una concentracion de 1 g/kg.
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CONCLUSIONES

La elicitacion con acido salicilico del fruto de uchuva a 1.0 mM en precosecha
mantuvo el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, e incluso se
presento un ligero incremento para proantocianidinas no extraibles y acidos
hidroxicinamicos. Sin embargo, para 0.25, 0.5 y 2.0 mM disminuyo la
concentracion de estos compuestos bioactivos. Por lo tanto, el acido salicilico
tiene efectos negativos en la produccion de compuestos fendlicos en el fruto
de uchuva durante precosecha.

Los compuestos hidrofébicos como los carotenoides disminuyeron con los
frutos elicitados con acido salicilico, mientras que, a las concentraciones de
1.0 y 2.0 mM se observd un incremento en los niveles de fitoesteroles,
sugiriendo que el acido salicilico regula la via del mevalonato, comun para
ambos compuestos.

Extractos metandlicos y matriz completa del fruto de uchuva elicitados con
acido salicilico presentaron una disminucion de la capacidad antioxidante;
(ABTS y DPPH) y (Q-ABTS y Q-DPPH), respectivamente, principalmente a
la concentraciéon de 2.0 mM, lo que demuestra, el menor contenido de
compuestos bioactivos en estos tratamientos.

La inhibicién de la actividad de la lipasa pancreatica in vitro de los extractos
metandlicos de los frutos elicitados fue similar a la del Orlistat® y no fue
mejorada por la elicitacion del fruto de uchuva. Sin embargo, esta inhibicién
no se asocia a un efecto hipotrigliceridémico in vivo, lo que sugiere que los
compuestos de dicha actividad no son accesibles.

Las ratas alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa suplementada con
el fruto de uchuva elicitado con &cido salicilico no mostraron una menor
ganancia de peso corporal, ni disminuyeron los niveles séricos de glucosa.
El fruto de uchuva no presento efectos hipoglucemiantes y la elicitacion con

acido salicilico no mejoré sus beneficios.
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8. PERSPECTIVAS

Para comprobar el estado de homeostasis de glucosa de los animales en
futuros trabajos, se debe realizar la determinacion de insulina de los animales
utilizados para este proyecto y calcular el indice HOMA-IR, con esto podria

demostrarse si los resultados son comparables a los reportados por Pino-de la
Fuente et al. (2020).
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10. ANEXOS

10.1 Anexo I: Lista de chequeo para protocolos que involucren animales de
experimentacion:

LISTA DE CHEQUEO PARA PROTOCOLOS QUE
INVOLUCREN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

R

&
COMITE DE BIOETICA - FACULTAD DE QUIMICA Jl 3

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Todos los proyectos de investigacion cientifica que involucren el manejo de
animales de experimentacion deberanm incluir la siguiente lista de chegueo
revisaday firmada por parie del investigador responsable. La informacion agui
descrita debera incluirse en el protocolo de investigacion.

I. DATOS ADMINISTRATIVOS

Investigador responsable: | Dra. Rosalia Reynoso Camacho.

“Elicitacion de uchuva (Physalis peruviana L) con
acido  saliclico:  composicion  fitoquimica v
propiedades anfiinflamatorias in vivo relacionadas
con diabetes”.

Titulo del proyecto:

Co-investigadores: Dra. Marely Graciela Figueroa Pérez.

Alumnois): Hugo Esteban Bravo Alonso.

. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

5l MO | WA
i Los objetivos del estudio estan claramente senalados? X
i5e desprende claramenie de los objetivos que el estudio es
relevante para la salud humana o animal, el avance del X
conocimiento cientifico o el bien de la sociedad?

lll. CONSIDERACIONES DE METODOS ALTERNATIVOS YJUSTIFICACION
DELUSO DE ANIMALES DE EXPERIMENACION

Sl MO [ N/A

i5e ha descariado la existencia de estudios similares o
duplicados que no justifiguen la realizacion del presente | x
estudio?

i5e han descartado métodos alternativos al uso de animales

de experimentacion, como cultives celulares y arganos X
aislados?

IV. JUSTIFICACION DEL TIPO Y NUMERO DE ANIMALES A UTILIZAR
Sl NO [ NIA

i

i Es adecuada la seleccion de la especie animal v s2 ajusta
al modelo experimental gque se va a desarmollar?
& Es justificado el numero de animales que se va a utilizar? X

i Eltamario v el nimero de grupos experimentales permite la
obtencion de resultados estadisticamente validos?
i Se ufilizaran animales geneticamente modificados? X

X
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LISTA DE CHEQUEO PARA PROTOCOLOS QUE

INVOLUCREN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

COMITE DE BIOETICA - FACULTAD DE QUIMICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

| £5e realizaran modificaciones genéticas a los animales?

V.PROCEDENCIA, DISENO EXPERIMENTAL Y PROCEDIMIENTOS A

REALIZAR EN LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Sl

NO

MNiA

iSe describe donde se adguirirdn los animales de
experimentacion?

i5e dispone de recintos adecuados para albergar vy
garantizar 2l bienestar de los animales de experimentacién?

iSe describen las caracteristicas de los sistemas de
confinamiento  (dimensiones, temperatura, humedad,
numera de animales por unidad de confinamiento, control de
ruido, iluminacion, entre otros)?

iSe describen los métodos de identificacion de los
animales?

£Se describe el tipo de alimento que sera administrado a los
animales?

i5e describen los tratamientos que se administraran a los
animales, especificando dosis, frecuencia v via de
administracion?

£5Se describen todos los procedimientos que se realizaran en
los animales v su duracion?

£5e describe la frecuencia en la que se realizara la limpieza
de los confinamientos?

£5e realizaran procedimientos quirdrgicos a los animales?

iSe indica si el estudio contempla la restriccion de
maovimiento, asilacion, estimulacion o privacion de agua yo
alimentoa  durante la  experimentacion, describiendo
claramente el procedimiento vy justificando  su
implementacion?

iSe especifica qué grado de molestia se causara a los
animales de investigacion? Categoria A involucra especies
de invertebrados; B: causa poca o ninguna molestia o estrés;
C: adminisfracion de productos indcuos; D: procedimientos
quirdrgicos; E- administracion de agentes peligrosos; F.
generacion de animales genéticamente modificados.

iSe contempla el uso de sedantes, analgésicos o
ansstésicos con el fin de minimizar el malestar de los
animales. especificando las dosis v vias d2 administracion?

iSe especifica la metodologia para toma de muestra de
sangre, incluyendo el volumen de la muesira, frecuencia de
muestreo v lugar de puncién?
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LISTA DE CHEQUEO PARA PROTOCOLOS QUE
INVOLUCREN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

COMITE DE BIOETICA - FACULTAD DE QUIMICA

UNIVER SIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

VI. METODO DE EUTANASIA

Sl NO | NA
iSe espectican crterios de retro o punto final del ¥
tratamiento o procedimiento en el momento oportuno?
iSe especifica el método de eutanasia que efectuara?, el
cual debe ser adecuado a la especie v edad de los animales | =
de experimentacion.

Si contempla el uso de agentes eutandsicos, ;5e ha descrite -
la dosis v via de administracion?
i5e realizara la recoleccion de érganos tras la eutanasia de X
los animales?
i5e llevara a cabo un adecuado manejo v eliminacion de los x
cadaveres?
iSe describe qué tipos de residuos peligrosos bioldgico- .
infecciosos se generaran y como s& desecharan cada uno?

VIl. ASPECTOS ETICOS

Sl NO | N/A
£El protocolo de investigacion cumple las Mormas Oficiales
Mexicanas correspondientes al manejo de animales de| x
experimentacion?
i5e especifican las normas consultadas en el protocolo de -
investigacion?
£iEl protocolo de investigacion cumple con los tratados
intermacionales sobre cuidado y manejo de animales de | x
labaratorio?

VIIl. CAPACITACION
Sl MO
£El personal gue manipulara los animales esta calificado v posee
experiencia en el cuidado y manejo de anmimales de .
experimentacion? Se debe presentar constancia o cerificado que
avale dicha capacitacion.
£ El investipador responsable ha tomado un curso de capacitacion
en &tica de la investigacion? Se debe presentar constancia o x

certificado que avale dicha capacitacion.
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7 LISTA DE CHEQUEO PARA PROTOCOLOS QUE
Sl INVOLUCREN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

" COMITE DE BIOETICA - FACULTAD DE QU!MICA
& UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

He ledo y llenado este formulario y me comprometo a cumplir y conducir mi
protocolo de investigaciin de acuerdo a los principios iticos de caricter humanitario
que se requieren en el uso de animales de laboratorio a nivel nacional e
internacional. De igual forma me comprometo a educar al personal a mi cargo y
exigirles el respeto de estos principios, asi como los aspectos relativos al cuidado
y uso de animales de laboratorio con lo que se manifiesta en las Norma Oficiales
Mexicanas correspondientes.

/
¥
’/‘ /
31/05/2021
Nombre y firma del investigador responsable Fecha
(dd/mm/aaaa)
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