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RESUMEN

La uchuva (Physalis peruviana L.) ha sido usada en la medicina tradicional como
tratamiento contra la diabetes. Las propiedades atribuidas estan relacionadas con
su perfil de metabolitos bioactivos y su concentracion en la planta puede ser
modificada mediante estrés salino. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto del estrés salino sobre la composicion de compuestos bioactivos en uchuva,
asi como la actividad hipoglucemiante de sus decocciones en un modelo_in vivo e
in vitro. Las plantas de uchuva fueron tratadas con NaCl hasta una concentracion
de 0, 10, 20, 30 y 40 mM en la solucion nutritiva; se cuantificé el contenido de
compuestos fenolicos extraibles, no extraibles y capacidad antioxidante mediante
DPPH y ABTS en frutos y hojas. El contenido de compuestos fendlicos extraibles y
capacidad antioxidante se evalu6 en las decocciones a intervalos de 5 min y el mejor
tiempo de ebullicion se eligio para determinar: el perfil de compuestos fitoquimicos
en un sistema UPLC-MS-QTOF, la capacidad de inhibicion de la enzima lipasa
pancreatica, tolerancia oral al almidon en-ratas sanas y captacion de glucosa en
adipocitos 3T3-L1. En hojas se observaronincrementos en fenoles totales de 103%,
flavonoides de 25% y polifenoles hidrolizables (HPP) de 34%, mientras que en fruto
incrementaron los flavonoides en 20%, las proantocianidinas extraibles (EPA) y no
extraibles (NEPA) en un 39% y 19%, respectivamente, con el estrés salino. La
guercetina rutindsido fue el compuesto mayoritario en decoccion de hoja; mientras
gue, los acidos citrico e hidroxibenzoico hexdsido fueron mayoritarios en decoccion
de fruto. La decoccion del fruto al 5% p/v, sin estresar, inhibio a la lipasa pancreatica
en un 45 %. La decoccién de hoja estresada a 40 mM, suplementada a adipocitos
3T3-L1 a 0.50 mg/mL, aumentd en un 16% la captacion de glucosa, sin embargo;
en ratas sanas el pico hiperglucémico disminuyé en un 8%. La aplicacion de estrés
salino aumenté el contenido de compuestos fendlicos extraibles en hoja de uchuva,
potenciando su efecto sobre la disminucién de glucosa en ratas sanas y adipocitos
3T3-L1, lo cual podria impactar de manera positiva en el control de la hiperglicemia

en diabetes.

(Palabras clave: Physalis peruviana, estrés salino, diabetes, in vitro, in vivo)
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ABSTRACT

Cape gooseberry (Physalis peruviana) has been used in traditional medicine as a
treatment for diabetes. The attributed properties are related to its profile of bioactive
metabolites, and their concentration in the plant can be modified by saline stress
application. The aim of this work was to determine the effect of salt stress in the
composition of bioactive compounds of cape gooseberry, and hypoglycemic activity
of its decoctions through in vivo and in vitro model. Cape gooseberry plants were
treated with NaCl up to a concentration of 0, 10, 20, 30 and 40 mM in nutritive
solution; extractable and non-extractable phenolic compounds, and antioxidant
capacity were determined in leaf and fruit by DPPH and ABTS methods. Then, in
decoctions, extractable phenolic compounds and antioxidant capacity were
determined at intervals of 5 min, thus the best boiling time was selected to evaluate
profile of phytochemical compounds in an UPLC-MS-QTOF system, pancreatic
lipase inhibition capacity, oral starch tolerance in healthy rats and glucose uptake in
3T3-L1 adipocytes. In leaves total phenols increased by 103%, flavonoids by 25%
and hydrolyzable polyphenols (HPP) by 34%, whereareas in fruits flavonoids
increased by 20%, extractable proanthocyanidins (EPA) and non-extractable
proanthocyanidins (NEPA) increased with saline stress by 39% and 19%,
respectively. Quercetin rutinoeside was the major compound in leaf decoctions, being
citric and hydroxybenzoic acid hexoside in fruit decoction. Non-stressed fruit
decoction at 5% w/v inhibited pancreatic lipase by 45%. 40 mM-treated leaf
decoction, at a dose of 0.50 mg/mL, increased glucose uptake by 16% in 3T3-L1
adipocytes, however; in healthy rats the hyperglycemic peak decreased by 8%. Salt
stress in.cape gooseberry increased the content of extractable phenolic compounds
in leaf, enhancing its effects on control of glucose levels in healthy rats and glucose
uptake in 3T3-L1 adipocytes, which could have a positive impact on hyperglycemia

control in diabetes.

(Key words: Physalis peruviana, salt stress, diabetes, in vitro, in vivo)
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1 INTRODUCCION

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, 8.8% de la poblacion
mundial adulta padece la enfermedad (Katsarou et al.,, 2017). En 2018, la
prevalencia en México para adultos fue de 10.3% (ENSANUT, 2018) y en el 2017
fue la segunda causa de muerte (INEGI, 2018).

La diabetes tipo 2 se caracteriza por una resistencia a la insulina, lo que genera
una disminucién en la captaciéon de glucosa en tejidos periféricos, y un aumento en
la produccion de insulina y glucosa hepatica (Evans et al., 2002). Ademas, se
presenta una disminuciéon en el control de la lipdlisis, lo que aumenta el nivel de

acidos grasos en la sangre (Defronzo, 2004; Baynest, 2015).

Dentro de los tratamientos usados para el control de la diabetes y sus
complicaciones se encuentran algunos componentes de las plantas que contienen
compuestos bioactivos con propiedades hipoglucemiantes (Kooti et al., 2016). En la
actualidad se han buscado alternativas naturales para tratar la diabetes y sus
complicaciones, donde el consumo de frutos y el agua de las decocciones de hojas
como las de la uchuva (Physalis peruviana) pudieran ser una buena estrategia, ya

gue han sido utilizados en la medicina tradicional (Lock et al., 2016).

El fruto de uchuva presenta capacidad de inhibicion de enzimas digestivas
como la a-amilasa y-la a-glucosidasa (Rey et al., 2015; Bernal et al., 2018). De
acuerdo a lo reportado por Rodriguez y Rodriguez (2007) el consumo de una
porcién de 25.g del fruto de Physalis peruviana reduce la glucosa postprandial en
adultos-jovenes sanos; esta actividad podria asociarse a los flavonoides y fisalinas
presentes en el fruto, debido a que son los compuestos mayoritarios, sin embargo,
los autores no identificaron el mecanismo de accion. Asimismo, Kasali y
colaboradores (2013) reportan que el extracto de hojas de P. peruviana reduce el
pico hiperglucémico en cuyos (Cavia porcellus) de experimentacion, después de

una prueba de tolerancia a la glucosa.
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Por otro lado, una de las estrategias que se tienen para incrementar la
acumulacién de compuestos bioactivos en plantas es la aplicacion de moléculas
inductoras como las sales, que activan la sintesis de metabolitos secundarios
(Ramakrishna y Gokare, 2011).

Respecto al estrés salino, no existen reportes sobre el fruto P. peruviana; sin
embargo, Miranda y colaboradores (2014) demostraron que cuando la planta se
somete a altas concentraciones de NaCl se incrementa la capacidad antioxidante
de las hojas, asi como el contenido de enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) (Alves et al., 2017). El estudio sugiere que la
planta de uchuva presenta una resistencia al estrés salino y que otros mecanismos
de respuesta al estrés salino, como la produccion de metabolitos secundarios, se

inducen bajo la condicion de estrés.

Con base en lo interior, y debido a que los efectos de la diabetes pueden
prevenirse y reducirse con el consumo de compuestos bioactivos provenientes de
la dieta, en este trabajo se propuso evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes
niveles de cloruro de sodio en la solucion nutritiva de fertilizacion de la planta, sobre
la composicion fitoquimica y capacidad antioxidante de la hoja y fruto de uchuva;
asi como, evaluar el efecto de las aguas de decocciones de esos 6rganos vegetales
sobre la inhibicidn de la lipasa pancreatica, tolerancia oral al almidén en ratas sanas

y el control del transporte de glucosa en células de adipocitos 3T3-L1.

13



2 ANTECEDENTES

2.1 Diabetes

La diabetes es un desorden metabdlico caracterizado por una hiperglicemia
cronica, con efectos sobre el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas
(Baynest, 2015). En México la prevalencia del 2018 fue de 10.3% en adultos
(ENSANUT, 2018); ademas, en 2017 la diabetes fue segunda causa de muerte en
México (INEGI, 2018).

De manera general, ésta enfermedad se clasifica en diabetes tipo:1, derivada
de una destruccion celular autoinmune de las células B-pancreaticas, lo que trae
como consecuencia una deficiencia absoluta en la secrecion de insulina, requiriendo
asi su administracion. (Holt, 2004; Zaccardi et al., 2016). La diabetes tipo 2 se
caracteriza por una resistencia a la insulina, lo que disminuye la captacion de
glucosa en tejidos periféricos, aumenta la produccién glucosa hepatica e insulina
(Evans et al., 2002); se presenta ademas una disminucion en el control lipdlisis
(Baynest, 2015) aumentando asi el nivel de acidos grasos en la sangre (Defronzo,
2004). La hiperglicemia cronica genera inflamacion, estrés oxidativo y estrés del
reticulo endoplasmico en las células $ pancreaticas, asi en etapas posteriores de la

diabetes tipo 2 se puede requerir la administracion de insulina (Thomas et al., 2009).

2.2 Tratamientos para el control de la diabetes

El tratamiento con insulina, farmacos y una dieta controlada suelen ser las
terapias para el control de la diabetes. Algunos farmacos estimulan la secrecién de
insulina,.como las sulfonilureas y meglitinidas; otros incrementan la absorcion de
glucosa en tejidos periféricos, como las biguanidas y tiazolidinedionas; finalmente,
existen los inhibidores de la a-glucosidasa intestinal y reductores de la

gluconeogénesis hepatica, como las biguanidas (Tahrani et al., 2016).
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Los blancos de tratamiento pueden actuar a distintos niveles y algunos
compuestos fitoquimicos poseen mecanismos de accion similares a los farmacos
anteriormente mencionados; ademas algunos son compuestos antioxidantes vy
antiinflamatorios que pueden emplearse para disminuir el estrés oxidativo e
inflamacion que presenta el enfermo diabético (Kooti et al., 2016). La disminucion
de la digestion de carbohidratos y lipidos de la dieta, asi como un aumento en la
captacion de glucosa son blancos de accién importantes, ya que, han mostrado una
correlacion positiva con la disminucién de glucosa post-prandial y acidos grasos
libres (Hamden et al., 2013).

2.3 Generalidades de Physalis peruviana

Physalis peruviana L. es una planta originaria ‘de los andes peruanos
perteneciente a la familia Solaneceae; es comunmente conocida como uchuva o
tomate silvestre. Su apariencia y sabor son similares al tomate; es consumida en
fresco, salsas, mermeladas y deshidratada. La planta se adapta a varios tipos de
suelos, altitudes, baja temperatura y tiene pocos requerimientos de fertilizacion
(Puente et al., 2011). La temperatura 6ptima para su desarrollo y crecimiento es de
8-20°C y es cultivada en altitudes de 1500-3800 metros. El crecimiento puede
llevarse a cabo en suelos nutricionalmente pobres y de tipo ligeros (arenosos),
medios (arcillosos) y pesados (arcillosos), sin embargo, prefiere suelos bien
drenados (Fischer, 2000).

Entre los principales paises productores del fruto se encuentran Colombia,
Ecuador y Chile; ademas de Zimbabue, Kenia, Sudafrica, Costa Rica, India,
Australia y Nueva Zelanda (Fischer et al., 2011). Existe interés en el cultivo de la
planta debido a las propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes
gue le son atribuidas (Fischer et al., 2011). La produccion del fruto ha aumentado a
18 889 toneladas en Colombia, principal pais productor, debido al mercado
emergente de frutos exéticos, principalmente en paises europeos (Fischer y
Melgarejo, 2020).
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El fruto se considera exdético en México, sin embargo no se ha aprovechado
su cultivo para fines comerciales al no existir areas de produccién extensiva; no
obstante, en los ultimos afios se ha incrementado su cultivo principalmente con fines
de investigacion. Los estudios en México han evaluado su potencial productivo,
manejo agrondémico y adaptacién a condiciones climéticas, comprobando que es
viable su produccion en condiciones de invernadero e hidroponia (Castafieda et al.,
2013; Gastelum-Osorio et al., 2013; Sabino-Lépez et al., 2016).

Dentro de su composicién nutrimental por 100 g de pulpa destaca el contenido
de carbohidratos, asi como: vitamina A, vitamina C, vitamina K, hierro y potasio
(Cuadro 1) (Puente et al., 2011).
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Cuadro 1. Composicion nutrimental y micronutrientes de Physalis peruviana

Compuesto Cantidad/100 g Referencia
Carbohidratos 19649 Puente et al., 2011
Lipidos 0.2¢g Puente et al., 2011
Proteinas 0.3g Puente et al., 2011
Fibra dietética 49¢ Puente et al., 2011
a-tocoferol 4.7 mgP Puente et al., 2011
y- tocoferol 11.9 mgP Puente etal.; 2011
Vitamina C 43.0 mg? Puente et al., 2011
Vitamina E 23.2 mgP Puente et al., 2011
Vitamina K 0.5 mgP Puente et al., 2011
Fdésforo 55.0 mg? Hassanien, 2011
Hierro 1.2 mg? Hassanien, 2011
Potasio 320 mg? Puente et al., 2011
Zinc 0.3 mg? Puente et al., 2011

apor 100g de pulpa, ®por 100 g de fruto entero
Respecto al fruto, los compuestos fitoquimicos reportados incluyen

compuestos fendlicos como rutina, miricetina, quercetina y kaempferol (Licodiedoff
et al., 2013), catequina y epicatequina, acidos cafeico y galico (Olivares-Tenorio et
al., 2016), catecol, apigenina, naringenina y acido p-hidroxibenzoico (El-Beltagi et
al., 2019), siringico, vanilico, p-cumarico, trans-feralico y cinamico (Vega-Galvez et
al., 2014), salicilico, gentisico, protocatequinico, quinico, pirogalico, ferulico,

sinaptico y clorogénico (Rockenbach et al., 2008).
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También se han identificado fitoesteroles como campesterol, (3-sitoesterol,
A5-avenasterol, lanosterol, estigmasterol, A7-avenasterol y ergosterol. Ademas, se
incluyen los esteroides fisalina A, B, D, E, fiperundlido A, B, C, D, peruviandxido,
fiperundlido E, fiperundlido F, 4B-hidroxiwithandlido, withandlido E, Cy S (Puente et
al., 2011). Algunos de los compuestos cuantificados se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Contenido de compuestos bioactivos en Physalis peruviana

Compuesto Cantidad mg/100 g Referencia

Miricetina 4.7° Licodiedoff et al., 2013
Quercetina 420 Hakkinen et al., 1999
Rutina 78.6° Licodiedoff et al., 2013
Kaempferol 2.4° Licodiedoff et al., 2013
A5-avenasterol 3.3° Puente et al., 2011
Campesterol 3.6° Puente et al., 2011
Linoleico C18:2n-6  141° Hassanien, 2011
Oleico C18:1 n-9 26P Hassanien, 2011
Palmitico 17.2b Hassanien, 2011

B- caroteno 14602 Puente et al., 2011

3por 100 g de-pulpa, "por 100 g de fruto entero

2.3.1 Efectos antidiabéticos de Physalis peruviana

La uchuva es recomendada en la medicina tradicional peruana para las
personas con diabetes (Lock et al., 2016), en Colombia es utilizada con el mismo
fin (Toscano-Gonzélez et al., 2006). Por otro lado, la hoja de P. peruviana es

utilizada en el Congo para el tratamiento de la diabetes (Kasali et al., 2013).
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Kasali y colaboradores (2013) reportaron que el extracto acuoso de hojas de
P. peruviana administrado a cuyos (Cavia porcellus) de experimentacion redujo el
pico hiperglicémico, después de 30 minutos, en una prueba de tolerancia a la
glucosa, mostrando un menor pico hiperglicémico comparado con el producido por
la glibenclamida y el grupo control (Figura 1).

En este estudio se sugiridé que las fisalinas pueden ser las responsables de
los efectos hipoglucémicos, ya que se le han asociado efectos antiinflamatorios
relacionados al desarrollo de diabetes. El efecto antiinflamatorio asociado a las

fisalinas no fue demostrado en el modelo utilizado.

1000

Glucosa en sangre mg/dL

] 30 60 90 120 150 180 210

Tiempo (min)
~4- Agua - Glibenclamida Physalis

Figura 1. Curva de tolerancia oral a la glucosa en cuyos (Cavia porcellus) tratados

con extracto acuoso de hojas de Physalis peruviana. El grupo control positivo recibio
glibenclamida 2.5 mg/Kg, el grupo tratado 100 mg/kg de extracto de hojas de Physalis peruviana y el
control negativo 1 mL-de solucién salina, de forma enteral (Adaptada de Kasali et al., 2013).

Respecto al fruto se ha demostrado que uno de los mecanismos de accion

esta relacionado a la inhibicion de enzimas digestivas.

Rey y colaboradores (2015) reportaron que el extracto etandlico del fruto de
P. peruviana mostré una inhibicion no competitiva de la enzima a-amilasa de
Saccharomyces cerevisiae e inhibicion competitiva de la a-glucosidasa y maltasa
intestinal de rata.
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Los autores no asociaron el efecto a compuestos especificos presentes en
el fruto, no obstante, se ha reportado que el kaempefol presente en el fruto de
uchuva, inhibe a la enzima a-glucosidasa, por eso es posible sugerir que este fruto

pudiera tener esta propiedad (Peng et al., 2016).

Rodriguez y Rodriguez (2007) reportaron que el consumo de 25 g del fruto
de P. peruviana reduce la glucosa postprandial después de 90 minutos de haberse
administrado en adultos jovenes sanos; se sugirid6 que el efecto puede estar
relacionado a los flavonoides y las fisalinas presentes; sin embargo, los autores no
realizaron una identificacion y asociaciéon de los fitoquimicos presentes en el fruto

con los efectos benéficos presentados.

Sathyadevi y colaboradores (2014) estudiaron el efecto de la administracion
enteral del extracto etandlico del fruto (200 mg/kg) durante 30 dias, en ratas con
diabetes tipo 2 inducida por STZ (estreptozocina). Este tratamiento redujo el
consumo de alimento y agua; también se presentd una disminucién de los niveles
de glucosa e insulina en plasma y se incrementaron los niveles de glucégeno en
higado y musculo. Los resultados sugieren que el tratamiento protege a las células
B pancreaticas del dafio oxidativo producido por la STZ o que algunos componentes
del fruto podrian mejorar la liberacion o accién de la insulina; dichos mecanismos

no fueron evaluados en el estudio.

La decoccion es una de las formas de empleo de esta planta en la medicina
tradicional, donde se podrian presentar los efectos benéficos asociados a los
extractos no acuosos de uchuva. La disminucion de la digestion de carbohidratos in
vivo y captacion de glucosa son blancos de accion importantes, que deben ser
comprobados; éste efecto podria ser potenciado al modificar el perfil y contenido de
compuestos fitoquimicos en la planta, utilizando tecnologias agricolas como el
estrés salino. Por ello, es de importancia comprobar el efecto de las decocciones,

para consumirse como parte de la dieta y control de la enfermedad.
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2.4 Estrés salino y produccion de metabolitos secundarios

Las plantas superiores producen metabolitos secundarios que actian como
defensa en respuesta a patdgenos, herbivoros y factores de estrés. La acumulacién
y produccion de metabolitos puede ocurrir debido al estrés generado por elicitores
o moléculas inductoras de defensa contra agentes externos como las sales
(Ramakrishna y Gokare, 2011).

P. peruviana es moderadamente tolerante a la sal (Miranda et al., 2010);
cuando se induce un estrés salino con NaCl, se incrementa la actividad antioxidante
de las hojas (Miranda et al., 2014). Alves y colaboradores (2017) mediante cultivo
de tejidos estudiaron los efectos de diferentes niveles de estrés salino (0.5y 1% de
NaCl) durante el crecimiento de segmentos nodales de P. peruviana, observando
un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como la SOD y CAT.

En plantas pertenecientes a la familia de la-.uchuva (Solanacéas), como el
tomate Lycopersicum esculentum, el estrés salino aumenta el contenido de
carotenoides totales y licopeno en el fruto (Pascale et al., 2001); éste efecto no se

ha estudiado en el fruto de P. peruviana.

Los estudios sugieren que P. peruviana posee tolerancia al estrés salino y
gue la activacion de otros mecanismos de defensa, como la produccion de

metabolitos secundarios, se presentan en la planta.

La salinidad ademas de causar sequia fisiologica, desbalance i6nico y
reduccion en la fotosintesis, causa un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Han et al., 2008). La acumulacion de enzimas y
compuestos antioxidantes, en las plantas sometidas a estrés salino, se deriva de la
sobreproduccion de ERO, que deben ser eliminadas por los sistemas antioxidantes
como primer medida para evitar un dafio fisiol6gico o estrés oxidativo (Parida y Das,
2005).
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El mecanismo inicia cuando el sodio entra a través de las células corticales y
de la raiz mediante los canales de cationes no selectivos activados por
despolarizacion (IV-NSCC), lo que lleva a la activacién del DA-NSCC (canales de
voltaje independientes no selectivos) y KOR (canal rectificador de iones potasio),
provocando la despolarizacién de la membrana (Figura 2) (Parida y Das, 2005).

El aumento de turgencia induce la activacion de las quinasas que producen
cAMP (adenosin monofosfato ciclico) y del canal OSCA-1 (canal permeable al calcio
regulado por hiperosmolalidad) (Parida y Das, 2005). Posteriormente, el cAMP
inhibe KOR y DA-NSCC, e induce la apertura de canales cerrados por nucleétidos
ciclicos (CNGC), llevando a un incremento de Ca?" apoplastico en el citosol
(Julkowska y Testerink, 2015). El calcio como segundo provoca la activacion de la
oxidasa homodloga F (Rbohf), induciendo la produccion.de ERO (Julkowska y
Testerink, 2015).

Respuestas de
aclimatacién

Figura 2. Sefiales en respuesta al estrés salino. IV-NSCC: canales de cationes no
selectivos activados por despolarizacién, DA-NSCC: canales de voltaje independientes no
selectivos, KOR: canal rectificador de iones potasio, CAMP: adenosin monofosfato ciclico, OSCA-1.:
canal permeable al calcio regulado por hiperosmolalidad, CNGC: canales cerrados por nucle6tidos
ciclicos, CBL9: proteina tipo calcineurina B 9, CIPK26: proteina quinasa de serina/treonina que
interactla con CBL, Rbohf: oxidasa homodloga F, PA: &acido fosfatidico, PYR/PYL: receptores de
resistencia a pirabactina, PP2C: fosfatasa 2C dependiente de ABA, SnRK2 clase 3: proteina quinasa
2 relacionada con SNF1 (Adaptada de Jullwska y Testerink, 2015).
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Un segundo mecanismo involucra la induccion de la fosfolipasa C (PLC), que
contribuye a la produccion de acido fosfatidico (PA), el cual actia sobre Rbohf
(Julkowska y Testerink, 2015) (Figura 2).

El estrés oxidativo causa dafios celulares al afectar la produccion de
proteinas y generar dafios a la membrana celular, debido a esto, las plantas activan
los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Las plantas con. mayor
contenido de compuestos antioxidantes han mostrado tener mayor resistencia a las
condiciones de estrés abidtico (Gholizadeh et al., 2010). El estrés oxidativo se
acompafia de una regulacion en el nivel de trascritos involucrados enla sintesis de
compuestos fendlicos, como : PAL (fenilalanina amonio liasa), C4H (cinamato 4-
hidroxilasa), 4CL (4-cumarato CoA ligasa), CHI (chalcona isomerasa), F3H
(flavanona 3-hidroxilasa), F30H (flavonoide 30-hidroxilasa), F3050H (flavonoide
3050-hidroxilasa), DFR (dihidroflavonol 4-reductasa), FLS (flavonol sintasa), IFS
(isoflavona sintasa), IFR (isoflavona reductasa) y UFGT (flavonoide UDP glicosil

transferasa) (Sharma et al., 2019).

La produccion de PAL como respuesta al estrés salino ha sido documentada,
se ha observado que las plantas que crecen bajo condiciones de salinidad tienen
mayor actividad de la PAL y esto se asocia a una mayor capacidad antioxidante
(Sirin y Aislim, 2018). La PAL estéa involucrada en la sintesis de varios metabolitos
secundarios derivados de la fenilalanina que involucran las rutas de los
fenilpropanoides 'y flavonoides que dan origen a las flavonas, isoflavonas,
flavanoles, catequina, epicatequina y antocianinas (Singh et al., 2009). La
sobreexpresion de la licopeno B-ciclasa (B3-LCY), involucrada en la sintesisde ay 8
carotenos, incrementa la tolerancia al NaCl en Arabidopsis thaliana transgénica,
reduciendo el contenido de ERO y aumentando el contenido de carotenoides (Chen
etal., 2011).

De acuerdo a lo reportado el contenido de compuestos fitoquimicos puede
ser aumentado en respuesta a la defensa antioxidante, bajo condiciones de estrés

salino.
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Los estudios consultados hasta el momento, no han estudiado los cambios
en el contenido de compuestos fendlicos derivado del estrés salino en uchuva; asi
como, los mecanismos de accion relacionados al transporte de glucosa e inhibicion
de enzimas digestivas in vivo de las decocciones de hoja y fruto de uchuva, una de

las formas de consumo en la medicina tradicional.

La disminucién de la digestion de carbohidratos y lipidos de la dieta, asi como
un aumento en la captacion de glucosa son blancos de accién importantes para el
tratamiento de la diabetes; ya que, han mostrado una correlacion positiva con la
disminucién de acidos grasos libres y glucosa post-prandial (Hadem et al., 2013).
El estudio del efecto de los compuestos fitoquimicos sobre estos blancos de accion
emplea la prueba de tolerancia oral al almidon, que ademas de demostrar la
inhibicién de a-amilasa in vivo, demuestra la capacidad de los compuestos fendlicos
para actuar sobre otros mecanismos, como: la absorcion de glucosa, secrecion de
insulina, dafo a las células B-pancreaticas, transcripcion de genes relacionados al
metabolismo de carbohidratos y captacion de glucosa (Dias et al., 2017). Por otro
lado, los adipocitos 3T3-L1 son un modelo adecuado para estudiar la sefalizacion
de insulina, ya que con su diferenciacion se induce el fenotipo de adipocito, que
presenta las principales sefalizaciones de la insulina: transporte de glucosa,

lipogénesis e inhibicion de lipolisis (Petersen y Shulman, 2018).
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3 JUSTIFICACION

De acuerdo con la encuesta nacional de salud el 10.3% de los adultos en México
presentaban diabetes en 2018. Una alternativa para controlar los niveles de glucosa
en sangre, mejorar la respuesta a la insulina y complicaciones de la diabetes, es el
consumo de alimentos ricos en compuestos fitoquimicos con actividad

hipoglucemiante.

La uchuva (Physalis peruviana L.) es una planta de interés para su cultivo,
debido al crecimiento del mercado emergente de alimentos exéticos y con
propiedades benéficas a la salud; ademas de que se adapta a varios tipos de suelo,
temperatura y altitudes. La uchuva es utilizada en la medicina tradicional en forma
de decoccion para el tratamiento de la diabetes debido a sucomposicién nutrimental
y fitoquimica. Las hojas y el fruto de P. peruviana presentan efectos antidiabéticos
al disminuir los niveles de glucosa en sangre, que puede asociarse a una mejora en
el transporte de glucosa en tejidos dependientes de la insulina e inhibicion de
enzimas digestivas in vivo. Lo anterior requiere demostrarse para generar
informacion basica, enfocar futuros estudios in vivo y comprobar sus propiedades

antidiabéticas.

Por otro lado, se sabe que el estrés salino con NaCl aplicado durante el cultivo
puede aumentar el contenido de compuestos fitoquimicos. Por lo tanto, si la planta
de P. peruviana es sometida a estrés salino se podria modificar su perfil y contenido
fitoquimico lo que generaria una planta con mejores contenidos de esos
compuestos y-una mejor capacidad de estos en la regulacion de los niveles de
glucosa en sangre de pacientes diabéticos. También, este estudio podria sefialar la
capacidad de esta planta para adaptarse a suelos agricolas con problemas de

salinidad.
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4 HIPOTESIS

La induccion de estrés salino durante el cultivo de Physalis peruviana mejora el
perfil de fitoquimicos de las decocciones de fruto y hojas, incrementando su
capacidad antioxidante, lo cual potencia sus efectos sobre la inhibicién de enzimas
digestivas y tolerancia al almidén, relacionado a un aumento en el transporte de

glucosa en un modelo in vitro.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el impacto del estrés salino sobre la compasicion fitoquimica vy
capacidad antioxidante de la hoja y fruto de Physalis peruviana, asi como sus
respectivas decocciones, y determinar el efecto de éstas sobre la inhibicién de
enzimas digestivas relacionadas con diabetes, tolerancia oral al almidon in vivo y

transporte de glucosa en un modelo in vitro.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos extraibles, no extraibles,
carotenoides totales y capacidad antioxidante de hoja y fruto deshidratados de P.

peruviana sometida a estrés salino.

5.2.2 Evaluar el impacto del tiempo de coccion sobre el contenido de compuestos
fendlicos extraibles y capacidad antioxidante de las decocciones de hoja y fruto de

P. peruviana sometida a estrés salino.

5.2.3 Determinar el perfil de compuestos fitoquimicos mediante UPLC-MS-QTOF en
las decocciones de hoja y fruto de P. peruviana tratada con estrés salino, que

presenten menor impacto debido al tratamiento térmico.
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5.2.4 Comprobar la capacidad de las decocciones de hoja y fruto, que presenten
menor impacto debido al tratamiento térmico, para disminuir los niveles de glucosa

durante una prueba de tolerancia oral al almidén en ratas sanas.

5.2.5 Evaluar el efecto in vitro de las decocciones de hoja y fruto, que presenten
menor impacto debido al tratamiento térmico, sobre la capacidad de inhibicion de
enzimas digestivas, viabilidad celular y transporte de glucosa en una linea celular
de adipocitos 3T3-L1.
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6 MATERIALES Y METODOS

Physalis A los 90 dias después de la
peruviana jembra, durante el periodo de
floracién y maduracién del fruto

. . _ nutritiva 0, 10, 20, 30, 40 mM

v A los 30 dias de la formacién
Recoleccion del fruto

Fruto
liofilizado A

Ebullicion por 10, 15,

Extraccién de
20, 25 y 30 min

compuestos
fitoquimicos

Medicion de Elaboracion de
color decocciones

Compuestos § Compuestos Capacidad [ Carctenoides Capacidad Compuestos
fenollloos fenéhqos no antioxidante iotaies antioxidante fendlicos
extraibles extraibles extraibles

Seleccion del
mejor tiempo de
ebullicion

Per!il de compuestos Tolerancia oral Captacion de

_ / : Inhibicién de
{a al almidon en - :
nolicos en un glucosa en lipasa pancreatica

sistoma UPLC-MS/MS ratas Wistar adipocitos 3T3-L1
sanas

Figura 3. Estrategia general de trabajo. A. Metodologia realizada por la Universidad
Tecnoldgica de Culiacan, en Culiacan, Sinaloa. B. Metodologia realizada en la Universidad
Auténoma de Querétaro en Querétaro, Querétaro. DPPH": 2,2-difenil-1-picrilhidracilo ABTS™ : acido
2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotazolin-6-sulfénico)
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6.1 Materiales
6.1.1 Material vegetal

. El estudio se llevdé a cabo bajo condiciones de invernadero, utilizando
semillas de uchuva (Physalis peruviana L.), adquiridas en la casa Comercial GYA®
en Ciudad de México, México. La siembra se realizé en charolas de poliestireno de
200 cavidades con Peat moss Sunshine Mix 3® como sustrato. El sustrato se
mantuvo himedo con irrigacion diaria hasta los 45 dias después de la germinacion.
Las plantas se trasplantaron en macetas bajo sistema de fertirriego. La irrigacion se
realizé por goteo con solucién Steiner, tres veces al dia. Las plantas se sometieron
a estrés salino a los 90 dias de siembra, mediante la aplicacion gradual de NaCl en
la solucién nutritiva, durante el periodo de floracion y maduracion del fruto, hasta
alcanzar concentraciones finales de 0 (control), 10, 20, 30, 40 y 50 mM. La
conductividad eléctrica se mantuvo por debajo de los 6 dS/m. El estudi6 se llevo
bajo el disefio experimental de blogues al azar con 6 repeticiones, 8 macetas por
unidad experimental. A los 30 dias de la formacién del fruto, las hojas y los frutos
se cosecharon, las hojas se secaron a 50 °C y el fruto se liofilizo. El cultivo de la
planta y procesamiento del fruto se llevé a cabo por la Universidad Tecnolégica de

Culiacan, en Culiacan, Sinaloa México.

6.1.2 Material bioldgico

La linea celular de preadipocitos de raton 3T3-L1 se doné por el laboratorio
de Ruminologia y Metabolismo Nutricional (RuMeN) del Instituto de neurobiologia

de la UNAM, campus Juriquilla.

Dieciséis ratas hembra Wistar de 250-300 g fueron donadas por el Bioterio del
Instituto de neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla. Las ratas fueron
sometidas a una semana de aclimatacién, dos animales por jaula, en condiciones
controladas de humedad y temperatura (50 % de HR y 23 °C) con ciclos de 12 h de

luz/oscuridad, acceso libre a dieta estandar (Rodent Diet 5001, Purina ®) y agua.
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6.2 Métodos

6.2.1 Medicién de color en hojay fruto deshidratados

La medicién de color en hoja y fruto deshidratados se realiz6 mediante un
colorimetro Konica Minolta ® CM5100-W, las condiciones del iluminante y
observador fueron D65 y 10°, respectivamente. La medicion se realizé colocando la
muestra en una caja Petri con superficie y laterales blancos, ubicando el lente sobre
la muestra. La correcta medicion del color se aseguré calibrando el equipo frente a
una placa de calibracion de color blanco. Para la adquisicion de las coordenadas
L*, a*, b* se utilizd el software Espectra Magic NX CM 5100 W ®.

6.2.2 Determinacion de la composicion fitoquimica

6.2.2.1 Preparacion de las decocciones

Las decocciones se prepararon con 7.5 g de fruto u hoja deshidratados y 250
mL de agua (3% p/v), en ebullicion durante 10, 15, 20, 25 y 30 min, posteriormente
fueron filtradas con un filtro de 0.5 mm de tamafio de poro. Para la liofilizacion se
elaboré una decoccion al 3% p/v, con el tiempo de ebullicion que presentdé menor
impacto sobre el contenido fitoquimico. Después, se llevo a -75°C en un
ultracongelador durante 12 h_y posteriormente a 0.22 bar. Las decocciones
liofilizadas (0.025 g) fueron reconstituidas en 2 mL de agua para la determinacion
de fenoles totales, flavonoides totales, proantocianidinas extraibles y capacidad

antioxidante.

6.2.2.2 Extraccion de compuestos fendlicos totales en la hoja y fruto
deshidratados
Para la obtencién de los extractos se mezcl6 0.5 g del material deshidratado
con 20 mL de una soluciéon metanol/agua (50:50, v/v), pH 2 con HCI. Se agit6 la
mezcla a 1500 g, durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd
el extracto durante 10 min, a 4000 gy 4 °C, para recuperar el sobrenadante (Hassan
et al., 2011).
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Después, se adicion6 20 mL de una solucion acetona/agua (70:30, v/v) al
residuo, se agitd a 1500 g, durante una 1 h a temperatura ambiente y se centrifugo
a 4000 g, durante 10 min y 4 °C, para recuperar el sobrenadante. El segundo
sobrenadante (acetona/agua 70:30 v/v) se utiliz6 para la determinacion de
proantocianidinas extraibles. Los sobrenadantes (metanol/agua 50:50 p/v vy
acetona/agua 70:30 v/v) se mezclaron para determinar el contenido de fenoles

totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante (Hassan et al., 2011).

El residuo obtenido al final de estas dos extracciones se sec6 a 45 °C por 24
h'y se utilizé para la determinacion de polifenoles hidrolizables y proantocianidinas
no extraibles (Hassan et al., 2011).

6.2.2.3 Concentracion de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales se determind mediante el ensayo de Folin-
Cioacalteu descrito por Singleton y colaboradores (1999). En una microplaca se
coloco 6-10 pL de muestra y el volumen se llevé a 50 pL con H>O, posteriormente
se adicion6 25 L del reactivo Folin-Ciocalteu 1 N. La mezcla se reposo6 durante 5
min y se adicion6 125 pL de Na>COs3 al'20% p/v. Finalmente, se agito la reaccion
durante 30 min, protegida de la luz y la absorbancia se midi6 a 765 nm. Los
resultados se interpolaron a partir de una curva estandar de acido galico (0.002-
0.011 mg equivalentes de acido galico/mL de reaccion) y se expresan como mg
equivalentes de acido galico/g muestra seca o 100 mL de decoccion (Singleton et
al., 1999).

6.2.2.4 Concentracion de flavonoides totales

Para la determinacion de flavonoides totales se utilizé el método colorimétrico
descrito por Oomah y colaboradores (2005). Del extracto obtenido se tomé 25-100
pL de muestra y se llevd a 230 uL con agua destilada. Posteriormente, se adicion6
20 pL de una solucién al 1% p/v de 2-aminoetil difenilborato y la reaccién se midio
a 404 nm. Los resultados se interpolaron a partir de una curva estandar de rutina
de 10-56 pg equivalentes de rutina/mL de reaccidén, y se expresan como g

equivalentes de rutina/g de muestra seca o 100 mL de decoccién.
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6.2.2.5 Concentracion de proantocianidinas extraibles

Del extracto se tomd 500-2000 uL de muestra y se llevé a 5 mL con una
solucién de n-butanol/HCI (95:5, v/v), la cual contenia 0.7 g de FeCls/L. El tubo se
incubé a 100 °C durante 1 h. Posteriormente, se tom6 200 pL de la muestra
hidrolizada y se ley6 la absorbancia a 450 nm y 555 nm (Zurita et al., 2012).

Los resultados se calcularon empleando la curva reportada por Zurita y
colaboradores (2012), debido a la falta de un estandar comercial, y se reportan
como mg equivalentes de proantocianidinas extraibles/g muestra seca o0 100 mL de
decoccion.

6.2.2.6 Concentracion de proantocianidinas no extraibles en hoja y fruto
deshidratados

Para el ensayo de proantocianidinas no extraibles se utilizd el residuo
obtenido después de la extraccion de compuestos fendlicos totales (punto 6.2.2.2)
en la hoja y fruto deshidratados. El analisis se llevo a cabo mezclando 300 mg del
residuo y 4 mL de la solucién de hidrolisis de n-butanol/HCI (95:5 v/v), la cual
contenia 0.7 g de FeCls/L (Zurita et al., 2012).

El tubo se incub6 a 100 °C durante 1 h. Posteriormente, se centrifugd a 3500
g por 10 min y temperatura ambiente, para recuperar el sobrenadante. El residuo
se lavo dos veces con volumenes de 2 mL de la solucién de hidrdlisis y finalmente
se ajustd el volumen a 10 mL con la misma solucion (Zurita et al., 2012). Las
absorbancia se ley6 a 450 nmy 555 nm, los resultados se calcularon empleando la
curva reportada por Zurita y colaboradores (2012) y se reportan como mg

equivalentes de proantocianidinas no extraibles/g muestra seca.

6.2.2.7 Concentracion de polifenoles hidrolizables en hoja y fruto

deshidratados

Para la determinacion de polifenoles hidrolizables, se siguié la técnica

descrita por Hartzfeld y colaboradores (2002), con algunas modificaciones.
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A 100 mg del residuo, obtenido después de la extraccibn de compuestos
fendlicos totales (punto 6.2.2.2), se le adiciond6 4 mL de una solucion
metanol/H>SO4 (90:10 v/v), se mezclo e incubo durante 20 h a 85 °C. La muestra
se centrifugé a 3000 g durante 10 min y temperatura ambiente, el sobrenadante
se recuperd y el residuo se lavé dos veces con volumenes de 2 mL de agua
destilada (Hartzfeld et al., 2002).

El volumen final se llevé a 10 mL con agua destilada y a dicho extracto se le
determind el contenido de fenoles totales mediante la técnica descrita en el punto
6.2.2.3. Los resultados se reportan como mg equivalentes de acido galico/g de

muestra seca.
6.2.2.8 Determinacion de carotenoides totales en fruto deshidratado

La cuantificacion de carotenoides totales se siguié de acuerdo a la técnica
descrita por Olives y colaboradores (2006), conalgunas modificaciones. Se mezclo
250 mg del fruto deshidratado con 10 mL de una solucion hexano:acetona:etanol
(50:25:25, v/viv) y agitd a 1500 g durante 30 min.

Posteriormente, se adicion6 3 mL de agua destilada y se centrifugd a 2500
g/5 min a 4 °C para recuperar la fase superior. El proceso de extraccion se repitio y
ambas fases organicas se mezclaron, la absorbancia se ley6 a 446 nm. El contenido

de carotenoides totales se determin6 de acuerdo a la siguiente formula:

mg equivalentes de p caroteno _ Abs (446 nm) x PM
L de extracto B €xd

Donde:

PM = peso molecular del B-caroteno = 536.87 g*mol*

€ = coeficiente de extincién molar del B-caroteno = 139200 L*mol**cm™?
d = distancia =1 cm

Lo resultados se reportan como mg equivalentes de B-caroteno/100 g de muestra

Seca.
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6.2.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante
6.2.3.1 Técnica del radical ABTS

Para la formacién del radical ABTS™ se mezcld: 88 pyL de una solucion 140
mM de persulfato de potasio con 5 mL de una solucién 7 mM de ABTS™, la mezcla
se agitd y coloco en reposo durante 12 h en obscuridad y temperatura ambiente (Re
et al., 1999).

La mezcla se diluy6 en etanol grado reactivo hasta obtener una absorbancia
de 0.70 + 0.02 a 734 nm. Posteriormente, 10-20 pL de muestra se llevo a 20 L con

agua destilada y mezcl6 con 230 uL del radical diluido (Re et al., 1999).

El blanco 1 consistio en 20 uL de etanol y 230 pyL de agua, el blanco 2 en 20
pL de agua con 230 L de etanol. El control 1 se preparo mezclando 20 pL de etanol
con 230 pL de radical diluido, el control 2 mezclando 20 uL de agua con 230 uL de
radical diluido. Finalmente, la reaccion se agité durante 6 min y la absorbancia se
midio a 734 nm (Re et al., 1999).

El porcentaje de inhibicion se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

(Abs ¢ — 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

Los resultados se interpolaron a partir de una curva estandar de trolox de 25-
800 uM equivalentes de trolox/mL de reaccién, y se expresan como mM

equivalentes de trolox/g de muestra seca o 100 mL de decoccion (Re et al., 1999).
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6.2.3.2 Técnica DPPH

Para la formacion del radical DPPH’, 8 mg del radical se mezclé con 100 mL
de metanol y se agitd la mezcla para ajustar la absorbancia de 0.75-0.78 a 517 nm.
Posteriormente, 10-20 uL de muestra se ajusté a 20 pL con agua y mezclé con 200
pL del radical. El control consistié en 20 pL de metanol con 200 uL de radical, el
blanco en 200 pL de agua con 20 pL de metanol. Después, la reaccién se agitd
durante 6 min y la absorbancia se midié a 517 nm (Brand-Williams et al., 1995).

Finalmente se calcul6 el porcentaje de inhibicién del radical de acuerdo a la

siguiente formula:

(Abs ¢ — Abs b) — (Abs m — Abs b)
k

Absc — Abs b 100

% de inhibicién =
Donde:
Abs ¢ = absorbancia promedio del control
Abs b = absorbancia promedio del blanco

Abs m = absorbancia de la muestra

Los resultados se interpolaron a partir de una curva estandar de trolox de 25-
800 pM equivalentes de. trolox/mL de reaccién, y se expresan como mM
equivalentes de trolox/g de muestra seca o 100 mL de decoccion (Brand-Williams

et al., 1995).
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6.2.4 Seleccion de los tiempos de decoccion

Las decocciones de las partes de la planta (hojas o frutos), procedentes de
los distintos tratamientos de estrés salino y tiempos de coccion, que presentaron el
mayor contenido de fenoles, flavonoides totales, proantocianidinas extraibles y
capacidad antioxidante; se eligieron para evaluar su perfil de compuestos fendlicos,
capacidad de inhibicion de lipasa pancreatica, prueba de tolerancia oral al almidon
y para el estudio in vitro de transporte de glucosa.

6.2.5 Analisis de metabolitos secundarios en decocciones de fruto y hoja
deshidratados
6.2.5.1 Preparacion de las muestras

Las decocciones se prepararon con 7.5 g de fruto u hoja deshidratados y 250
mL de agua (3% p/v) y se llevaron a ebullicion durante 10 min (hoja) y 30 min (fruto),
posteriormente se filtraron con un filtro PVDF de tamafio de poro de 45 uym. Esto se

utilizo para la identificacion de polifenoles extraibles.

6.2.5.2 Condiciones del analisis cromatografico

Para la determinacion del perfil de compuestos fendlicos se siguio la técnica

descrita por Amaya-Cruz y colaboradores (2019) con algunas modificaciones.

El perfil se determiné mediante un sistema UPLC-MS-QTOF (cromatografia
liquida de ultra resolucion acoplada a espectrometria de masas con analizador
cuadruplo-tiempo de vuelo) inyeccion automatica (Waters Class 1), operado a 0.5
mL/min y 35 °C, acoplado a un detector de diodos (PDA eA detector). Se inyect6 2
pL de las muestras y se utilizo la columna Acquity UPLC BEH C18 (2.1 x 100 mm,
tamafio de particula 1.7 um) a 35 °C. Como fase mdvil se utilizé un gradiente de
concentracion compuesto de agua acidificada con 0.1 % de acido formico (A) y
acetonitrilo al 100% (B) como disolvente, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min
(Amaya-Cruz et al., 2019).

36



Las condiciones de gradiente utilizadas fueron: 0% de B a los 0 min, 15% de
B alos 2.5 min, 21% de B a los 10 min, 90% de B a los 12 min, 95% de B a los 13
min, 0% de B a los 15 min y 0% de B a los 17 min. Las absorbancias se leyeron a
214, 280, 320 y 360 nm, para la identificacion de los distintos grupos de compuestos

fendlicos (Amaya-Cruz et al., 2019).

Los siguientes estdndares comerciales, en concentraciones de 1 mg/mL, se
utilizaron para la cuantificacion: acido clorogénico (acidos hidroxicinamicas), acido
hidroxibenzoico (&cidos hidroxibenzoicos), apigenina (flavonas), genisteina
(isoflavonas), quercetina rutinésido o rutina (flavonoles) y &cido citrico (acidos
organicos). Los resultados se expresan como mg del compuesto/100 mL de
decoccion (Amaya-Cruz et al., 2019).

Para el analisis de masas se utilizé un sistema de detecciéon Vion IMS QTof
(Waters), acoplado al sistema UPLC mediante interfase ESI (ionizacion por
electrospray) para la adquisicion de datos, operado en ionizacidon negativa
(compuestos fendlicos) en un rango de masas de 100-1200 Da. Las condiciones de
operacion fueron: 50-1800 m/z, voltaje del capilar 2kV, voltaje del cono 40 eV,
temperatura de la fuente 120 °C, flujo del gas de cono 50 L/h, temperatura y flujo
del gas de solvatacion (N2) 450 °C a 800 L/h, energia de colision 6 V y 15-45 V

energia de la rampa de colision 15-45 eV (Amaya-Cruz et al., 2019).
6.2.5.3 Capacidad de inhibicion de lipasa pancreatica

La capacidad de inhibicién de lipasa pancreatica (porcino) se llevo a cabo de
acuerdo al método descrito por Macdougall y colaboradores (2009), con algunas
modificaciones. La decoccién se elabor6 en concentraciones del 1-5% pl/v, de
acuerdo a lo recomendado en la medicina tradicional para la elaboracion de este
tipo de extractos (Fauron, 1994), en ebulliciébn continua durante 10 min (hoja) y 30
min (fruto). La enzima se preparé disolviendo 10 mg/mL de lipasa pancreética
porcina (Sigma®) liofilizada en solucion amortiguadora de Tris 100 mM, pH 8.2 con
HCI, a una concentracion de 10 mg/mL; la mezcla se centrifugd a 1600 g/5 min a

temperatura ambiente y se recupero el sobrenadante.
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El control positivo se preparé disolviendo una capsula del farmaco inhibidor
de lipasa pancreatica Orlistat (120 mg) en 12 mL de DMSO (dimetilsulféxido) (99 %)
y se centrifugd a 1600 g/5 min a temperatura ambiente, para recuperar el
sobrenadante. El sustrato se preparo disolviendo p-nitrofenil laurato al 0.08% p/v en
acetato de sodio (5 mM, pH 5.0 con HCI) con 1% de triton X-100, la mezcla se

sometio a ebullicion hasta su completa clarificacion (Macdougall et al., 2009).

En una placa de 96 pocillos se adicion6 80 yL de Tris 100 nM (pH.8.2 con
HCI), 30 pL de lipasa pancreética porcina (10 mg/mL), 90 pyL de p-nitrofenil laurato
0.08% p/v, disuelto en acetato de sodio (5 mM, pH 5.0 con HCI) con 1% de triton X-
100 y finalmente 10 pL el agua de las decocciones, a las concentraciones
porcentuales en peso/volumen sefialadas anteriormente. El control negativo (100%
de actividad enzimatica) se preparo sustituyendo el agua de la decoccion por 10 pyL
de agua Milli-Q®, para el control de enzima se sustituyo la lipasa pancreatica y
decoccion por 40 uL de agua Milli-Q®, para el control sin sustrato se sustituyo el p-
nitrofenil laurato y agua de la decoccion por 100 pL de agua Milli-Q®, para el control
positivo se sustituy6 el agua de la decoccion por 10 yL de Orlistat a 10 mg/mL
(Macdougall et al., 2009).

Los blancos de la muestra se prepararon sustituyendo la enzima por 30 uL
de agua Milli-Q® (Macdougall et al., 2009). La reaccion se incub6 a 37 °C durante

2 h, y la absorbancia se ley6 en cada pocillo a 400 nm (Macdougall et al., 2009).

Los resultados se reportan como porcentaje de inhibicion de lipasa

pancreatica, de acuerdo a la siguiente formula:

o de inhibicion = PS¢ = prom(Abs ce, Abs ¢s))(Abs m — Abs bm) .
_ k
o de inhibicion (Abs c — prom(Abs ce, Abs cs))

Donde:

Abs ¢ = Absorbancia del control con 100% de actividad enzimatica

Abs ce = Absorbancia del control enzima

Abs cs = Absorbancia del control sin sustrato
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Abs m = Absorbancia de la muestra
Abs bm = Absorbancia del blanco de la muestra

6.2.6 Estudio in vitro

6.2.6.1 Mantenimiento de lalinea celular

La linea celular de preadipocitos 3T3-L1 se mantuvo en medio de
mantenimiento formulado de la siguiente manera: 8.3 g de medio Eagle modificado
por Dulbecco D5030 (DMEM) (Sigma ®), glucosa a 4.5 g/L (Sigma ®), rojo fenol a
0.0158 g/L (Sigma ®), L-glutamina a 0.584 g/L (Fluka ®), 3.7 g/L de bicarbonato de
sodio (Sigma ®), 1% de mezcla de antibiéticos (penicilina/estreptomicina) (Gibco®),
0.1% de antimicotico fungizone (anfotericina B) (Gibco®) y 10% de suero fetal
bovino (Sigma ®). El pH del medio se ajusto a 6.8-7.2 con HCI, el volumen se aford
a 1 Ly finalmente se filtré con un filtro de tamafio de poro de 0.2 um (Pérez-Ramirez
et al., 2017).

Los preadipocitos se sembraron y-mantuvieron en cajas Petri para cultivo
celular de 100 x 20 mm (Corning ®), en atmoésfera humidificada con 5% de COz y
37 °C, se coloco medio de mantenimiento fresco cada 2 dias. Cuando la monocapa
celular alcanzé un 90% de confluencia (crecimiento) se disocio de la superficie de
crecimiento para realizar un nuevo pasaje a caja Petri y promover su proliferacion

(Pérez-Ramirez et al., 2017).

Primero, se realizaron 2 lavados con 5 mL de solucién salina amortiguada
por fosfatos (PBS) (Gibco®) (pH 7.2, 10.58 mM de KH2PO4, 1151.72 mM de NaCl y
29.66 mM de Na:HPO4-7H20), para retirar los residuos de medio. Después, se
adicionaron 0.5 mL de tripsina (TrypLE™ express, Gibco®) y se incubd durante 5
min a 37 °C, en atmosfera de 5% de CO.. Posteriormente, se recuperaron las
células mediante la adicién de 4 volimenes de medio de mantenimiento y se
centrifugaron a 150 g/5 min a temperatura ambiente, para recuperar el precipitado

celular.
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El precipitado celular se disolvié en 1 mL de medio de mantenimiento y se
realizo el recuento celular mediante exclusion con colorante azul tripano en una
camara de Neubauer. Las células se sembraron en medio de mantenimiento en una
densidad inicial de 300, 000 células.

6.2.6.2 Diferenciacion celular

La linea celular de preadipocitos 3T3-L1 se sembr6 en una densidad de 2000
células para la prueba de viabilidad celular (placa de 96 pozos, Costar ®) y en una
densidad de 40 000 células (placa 6 pozos, Costar ®) para la prueba de captacién
de glucosa.

Los cultivos se llevaron a cabo en medio de mantenimiento con 10% de suero
fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina y 0.1% de antimicotico. Las células se
incubaron a 37 °C con una atmosfera al 5% de CO,, hasta confluencia del 90%

(Pérez-Ramirez et al., 2017).

El medio anterior fue succionado y se adicion6 el medio de diferenciacion 1,
gue consistié en medio de mantenimiento adicionado con 2% de suero fetal bovino,
5 ug/mL de insulina (Gibco®), 0.25 uM de dexametasona (Sigma®) y 0.5 mM de
IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) (Gibco®). Las células se incubaron a 37°C con una
atmosfera al 5% de CO: por 48 h, para inducir su diferenciacion (Pérez-Ramirez et
al., 2017).

Posteriormente, las células se incubaron durante 24 h en el medio de
diferenciacion 2, a las condiciones antes descritas, que consisti6 en medio de
mantenimiento con 2% de suero fetal bovino y 5 ug/mL de insulina (Pérez-Ramirez
et al.;;2017).

El medio fue remplazado con medio de mantenimiento adicionado con 2% de
suero fetal bovino y se incubaron las células durante 4 dias, tiempo durante el cual
el medio anterior fue reemplazado por medio fresco cada 48 h. Finalmente, la
diferenciacién se comprob6 con la acumulacion de gotas lipidicas en las células

mediante visualizacién con microscopia de luz (Pérez-Ramirez et al., 2017).
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6.2.6.3 Viabilidad celular

El ensayo de viabilidad mediante la determinacion del porcentaje de proteina,
considera que el contenido de proteina en el precipitado celular (masa celular) es
proporcional al niumero de células viables. La disminucion en el contenido de
proteina después de aplicar un tratamiento sugiere que la sustancia esta ejerciendo
un efecto citotoxico, debido a que la sintesis de proteinas es un una funcién

metabolica basica comun a todas las células (McGaw et al., 2014).

Después de que las células fueron tratadas durante 48 h con el primer medio
de diferenciacion, estas se incubaron con 0.25, 0.50, 0.75 y 1 mg de decoccion
liofilizada/mL del segundo medio de diferenciacion durante 24 h, para evitar la
interferencia debida al crecimiento de la monocapa celular. El control negativo
consistié en el segundo medio de diferenciaciéon y como-control positivo el segundo

medio de diferenciacion adicionado con 100 nM de insulina.

Posteriormente, se realizaron 2 lavados con 200 uL de PBS, se retird el medio
de lavado y se adiciono 50 pL de PBS para lisar las células y recuperar el contenido
proteico intracelular. La lisis celular-se llevd a cabo mediante 3 series de
congelacion/descongelacion a -72 °Cltemperatura ambiente (Thermo Scientific
Pierce BCA Protein assay kit, 2020).

La determinacion del contenido de proteina en el precipitado celular se llevé a
cabo mediante el método de BCA (ensayo del &cido bicinconinico) con la adicion de
200 pL del reactivo WR (reactivo de trabajo) (Pierce™, BCA™, Thermo Fisher), a
cada pocillo de la placa donde se llevé a cabo el cultivo y lisis celular.
Posteriormente, se realiz6 la incubacién a 37 °C y 5% de CO., durante 30 min, la
reaccion se protegio6 de la luz, se agité durante 30 s y la absorbancia se ley6 a 562
nm (Thermo Scientific Pierce BCA Protein assay kit, 2020).

Los resultados se interpolaron de una curva de albumina (0.5-1.2 ug de
albumina/mL de reaccién) y se expresan como porcentaje de proteina respecto al

control negativo (Thermo Scientific Pierce BCA Protein assay kit, 2020).
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6.2.6.4 Prueba de captacion de glucosa

La resistencia a la insulina tiene como una de sus consecuencias la
disminucién de la captacion de glucosa en tejidos periféricos, lo que conduce a un
estado de hiperglicemia. La evidencia de diversos estudios sugiere que los
compuestos fendlicos pueden actuar estimulando el transporte de glucosa hacia las
células de tejido adiposo (Hanhieva et al., 2010), como consecuencia los niveles de

glucosa extracelular disminuyen.

La prueba se realiz6 cuando se observé la acumulacion de gotas lipidicas
mediante microscopia de luz, lo que es un indicativo de la diferenciacion celular. Las
células se cultivaron durante 4 h a 37°C y 5% de CO», en medio de mantenimiento
sin suero fetal bovino para inducir el ayuno. Después, se trataron con 0.25 mg/mLy
0.50 mg/mL (que influyeron en menor medida sobre la viabilidad celular) de las
decocciones liofilizadas disueltas en medio de ‘mantenimiento con 0.11 mM de
glucosa, durante 1 h a 37 °C y una atmosfera de 5% de CO; (Pérez-Ramirez et al.,
2017).

El control negativo se incubé con medio de mantenimiento con 0.11 mM de
glucosa y el control positivo con medio de mantenimiento con 0.11 mM de glucosa
adicionado con 100 nM de insulina. La concentracion de glucosa se midié en el

medio de cultivo con unkit-de Spinreact ® (Pérez-Ramirez et al., 2017).

6.2.7 Tolerancia oral al almidén en ratas sanas

La inhibicion de enzimas digestivas es uno de los mecanismos in vitro
asociados al fruto de uchuva; sin embargo, este mecanismo debe demostrarse en
un modelo animal, mediante una prueba de tolerancia oral al almidon, uno de los
principales carbohidratos de la dieta. La prueba demuestra la capacidad de
inhibiciéon de a-amilasa in vivo ademds, después de actuar sobre enzimas
digestivas, los compuestos fendlicos pueden disminuir la absorcién de glucosa,
aumentar la secrecion de insulina y aumentar la captacion de glucosa en tejidos
periféricos, por lo que la prueba ademas indica estos mecanismos (Dias et al.,
2017).
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Las ratas se asignaron de forma aleatoria en 6 grupos (n=4) y sometieron a 12
h de ayuno después de una semana de aclimatacion. El grupo control negativo
recibi6 agua (22 mL/kg) via canulacidn intragastrica, el grupo control positivo
acarbosa (10 mg/kg) y los grupos de tratamiento recibieron las decocciones al 5%
p/v de hoja y fruto deshidratados de P. peruviana (22 mL/kg). Después de 5 min se
les administré una solucion de almidon soluble de papa (3 g/kg) y se midi6 el nivel
de glucosa en sangre a los 0, 30, 60, 90 y 120 min a partir de sangre obtenida de la
vena de la cola (vena safena), con un glucometro y tiras reactivas de Accu-chek
performa (Roche ®). El &rea bajo la curva (mg*h/dL) se calculd usando la formula
trapezoidal, la cual aproxima el area bajo la curva mediante a suma de las areas de

un trapecio por cada intervalo de tiempo (Mohamed et al., 2015).

6.2.8 Determinacion de azucares reductores en las decocciones de hoja y

fruto

El reactivo de color (acido 3,5-Dinitrosalicilico) se preparé solubilizando 0.25 g
de DNS (Sigma®) con 5 mL de NaOH 2 M (solucion A) (Garriga et al., 2017).

La solucion B se preparé mediante la mezcla de 7.5 g de tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado con 25 mL de agua destilada. Las soluciones A 'y B se
mezclaron y sometieron a calentamiento sin ebullicién y agitacion hasta su completa

solubilizacion (Garriga et al., 2017).

La reaccion se llevo a cabo mezclando 1 mL de muestra con 1 mL del reactivo
de color (solucion A+B), se sometio a 100 °C durante 10 min y la absorbancia se
ley6 a 540 nm. Los datos de absorbancia de la muestra se interpolaron de una curva
estandar de glucosa de 0-1000 mg/mL, y se expresan como mg de glucosa/100 mL

de decoccion (Garriga et al., 2017).
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6.3 Anadlisis estadistico

Los datos se expresan como la media + la desviacidén estandar. La evaluacion
estadistica de los datos se determiné mediante el analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel del confianza 95% y 90% para el caso de las comparaciones en los modelos
biolégicos. El andlisis de comparacion de medias se realizé con la prueba de Tukey
para la comparacion contra todas las medias, con la prueba de t-student para la
comparacién de dos medias y Dunnett para comparar el cambio respecto a los
controles sin tratamiento. Los resultados se analizaron con el paquete estadistico
R® version 3.5.
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7 DISCUSION Y RESULTADOS
7.1 Color del polvo de hojas y frutos

El color es un parametro de calidad y afecta directamente a la preferencia de
los consumidores. Las muestras se deshidrataron para generar un producto para el
consumo, por lo que los valores de color pudieron afectarse. Ademas, la evaluacién
de color debido al estrés por salinidad es importante ya que en el fruto de P.
peruviana el color es atribuido a su contenido de carotenoides, como el 3-caroteno,
a-caroteno y B-criptoxantina (Ramadan, 2011); en consecuencia, los cambios en los
parametros de color se podrian asociar a cambios en el contenido de estos

compuestos.

La apariencia del color estd basada en tres atributos: valor (intensidad
luminica), cromaticidad (saturacion) y matiz (variaciones en el tono) (X-rite, 2002).
Uno de los métodos para expresar el color es a través de las coordenadas
internacionales de color o espacio de color CIE L*a*b*. En el sistema la coordenada
L* sefiala la luminosidad de la muestra, a mayores valores indica la luminosidad y
menores valores denota tonos de color negro u obscuros. Los valores de a*
expresan las variaciones de color, desde el verde (valores negativos) al rojo (valores
positivos). El valor b* indica las tonalidades de colores desde el azul (valores
negativos) al amarillo (valores positivos) (Konica Minolta, s.f.). Por otra parte, en el
espacio de color L*C*h* el valor L* representa la luminosidad, C* representa la
saturacion, y h* es el &ngulo de matiz (° hue). El valor de C* comienza en 0 al centro,
en colores apagados, conforme se aleja del centro los colores son mas vivos. El
angulo de matiz comienza en el eje +a* y es expresado en grados (0° es rojo, 90°

es amarillo, 180° es verde y 270° es azul) (Konica Minolta, s.f.)

En hoja a partir del tratamiento de 20 mM (Cuadro 3) se observé un incremento
en la luminosidad, asi como un incremento en la coordenada a*, es decir con
tonalidades mas cercanas al rojo y una disminucién en la escala del verde, lo que
se podria asociar a una degradaciéon de la clorofila (Guiné y Barroca, 2012). La
reduccion de la clorofila con la aplicacién de estrés salino se observé en hojas de

tomate (L. esculentum) tratado con 25-200 mM de NacCl.
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La clorofila-a y clorofila-b son los principales pigmentos involucrados en la
fotosintesis, asi que la disminucién de estos compuestos se consider6 una
disminucién en la fotosintesis, debido al estrés generado en la hoja (Doganlar et al.,
2010).

El valor de b* en fruto disminuyd en el tratamiento de 20 mM y 40 mM (p<0.05),
es decir disminuy6 el valor del color amarillo. El valor de a* (color rojo) aumenté
dentro de los frutos tratados (p<0.05) (Cuadro 3) conforme se aplicaron _mayores
niveles de estrés salino; asociado a esto se presenté una tendencia a disminuir la
cromaticidad (Valor C) lo que dio como resultado colores mas apagados. El aumento
en las concentraciones de estrés salino generd un color menos puro con valores
mas cercanos al rojo, lo que podria estar asociado a una disminucién en el

contenido de carotenoides.

Se han reportado valores de color méas altos en el fruto fresco de P. peruviana
con valores de L* (70.31), a* (14.31), b* (60.84), C (62.50) y hue® (79.66) (Vega-
Galvez et al.,, 2009). Nuestros valores de color son menores en todos los
parametros, lo que indico que el proceso de liofilizacion cambio de manera
significativa el color. Valdenegro y colaboradores (2013) evaluaron el efecto del
secado por liofilizacion del fruto de P. peruviana sobre los parametros de color,
describiendo valores similares L* (59.76), a* (15.89), b* (46.97) y C (49.59) a los
registrados en el presente estudio (Cuadro 3). El tratamiento de liofilizacion del fruto
provocoé el oscurecimiento del fruto y tonalidades mas cercanas al verde/naranja
con un color menos puro o cromaticidad, lo anterior puede asociarse a reacciones
de oscurecimiento no enzimaticas, autooxidacion de compuestos fendlicos,

degradacion de pigmentos como el B-caroteno y formacion de complejos hierro-

fenol (Vega-Galvez et al., 2009).
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Cuadro 3. Valores de color en los polvos de hojas y frutos de Physalis peruviana

cultivada bajo diferentes concentraciones de estrés salino.

Tratamiento

Coordenada
Control 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM

Hoja

L* 52.31 +0.25° | 53.27 +0.17°° | 54.99 + 0.052 | 53.27 +0.94"¢ | 54.06 + 0.27®

a* 0.29 + 0.03¢ 0.06 £ 0.01¢ 0.61 £ 0.04° 1.80+0.122 1.12 +0.02°

b* 20.05 +0.14% | 20.49 +0.262 18.10 +£0.13° | 19.61 +0.18" | 20.24 +0.142

C 20.00 +0.14% | 20.47 +0.372 18.11 +0.13° | 19.69+0.18° | 20.27 +0.142

hue® 89.17 £ 0.09°> | 89.85+0.02% | 88.07 +0.11°¢ | 84.76 +0.35° | 86.82 + 0.06¢
Fruto

L* 59.09 £0.85° | 62.17 +1.37% | 57.50+0.57°° | 59.28 + 0.57° | 55.85+0.17¢

ax 12.08 £ 0.10° | 10.59 +0.439 | 11.74 £0.27¢ | 12.93 +0.37% | 13.04 + 0.422

b* 40.10 £ 1.31% | 40.38+1.523 | 36.92+1.25" | 40.05+0.11% | 36.30 + 0.65°

C 41.88 +1.292 | 41.75+1.58% | 38.74 +1.27° | 42.09 £0.202 | 38.57 +£0.72°

hue® 73.23+0.39° | 75.30+0.08% | 72.36 +0.19° | 72.11 +0.45° | 70.25 +0.41¢

Color

4 1 | ]

Datos expresados como la media + desviacion estandar, n=3. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia
estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. Luz de dia iluminante estandar (D65). L*: luminosidad (0O
indica negro, 100 indica blanco), a*: coordenada rojo/verde (+60 indica rojo, -60 indica verde), b*: coordenada amarillo/azul
(+60 indica amarillo, -60 indica azul), C: cromaticidad/saturacion (0 indica color apagado, 100 indica color vivo), hue®:
matiz/hue (0° - 180° indica variaciones en el tono, en donde 0° = rojo y 90° = amarillo).
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7.2 Cambios en el contenido de compuestos fendlicos extraibles en hoja 'y

fruto deshidratados por efecto del estrés salino

Los compuestos fendlicos extraibles son aquellos que pueden disolverse en
solventes acuosos-organicos, generalmente en condiciones de bajo pH, e incluye
aquellos de bajo peso molecular, desde monémeros a decameros. En el grupo de
estos compuestos se incluye a los &cidos fendlicos (acidos benzoicos e
hidroxicinamicos), flavonoides, proantocianidinas extraibles de 3-10 unidades de
flavan-3-oles y taninos hidrolizables oligdémeros de acidos benzoicos 'y é&cidos
hidroxicinamicos (Tsao, 2010).

En la hoja de P. peruviana los contenidos de fenoles totales, flavonoides y
proantocianidinas mostraron cambios diferenciados respecto de los niveles de
estrés salino a los que estuvo expuesta la planta. El contenido de fenoles totales no
fue diferente del control en el tratamiento de 10 mM, pero estos se incrementaron a
partir de los tratamientos de 20 a 40 mM de estrés salino (Cuadro 4); esto representd
un incremento del 56-103% respecto al contral (p<0.05). Mientras que, el contenido
de flavonoides totales solo mostré un incremento significativo (25%) en el mayor
nivel de estrés salino (40 mM), y los otros tratamientos no mostraron diferencias
significativas respecto del control (p<0.05). De manera contrastante al contenido de
flavonoides, el contenido de proantocianidinas extraibles aumento6 (21%) (p<0.05)
en el nivel mas bajo de estres salino (10 mM), en tanto que, disminuyeron en el nivel
mas alto de estrés (27%) (p<0.05), mostrando una tendencia a disminuir dentro de
los tratamientos con estrés salino (Cuadro 4). Esto indica que la respuesta de la
planta al estrés salino afecta de manera diferenciada la biosintesis de estos
compuestos, lo cual puede tener implicaciones importantes para el uso de esta

planta como fuente de compuestos bioactivos

Un comportamiento sustancialmente diferente se observé en el fruto; el
contenido de flavonoides totales solo mostré un incremento del 20% en el
tratamiento de mayor estrés salino (40 mM) (p<0.05), mientras que los otros niveles

de estrés no indujeron cambios significativos respecto del control.
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A diferencia de lo que se observé en las hojas, los contenidos de

proantocianidinas extraibles mostraron incrementos del 39 y 32 % (p<0.05), en los

niveles de estrés de 30 y 40 mM respectivamente, en tanto que, los demas

tratamientos no mostraron diferencias significativas respecto del grupo control. De

manera interesante el contenido de fenoles totales no mostré cambios significativos

en respuesta al estrés salino aplicado.

Cuadro 4. Cambios en el contenido de compuestos fendlicos extraibles de hoja y fruto deshidratados

de Physalis peruviana sometida a diferentes niveles de estrés salino.

Tratamiento
Compuesto
Control 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM
Hoja
Fenoles totales?
12.36 +1.18° | 11.88 + 0.57° | 19.26 + 0.54" | 19.99 +0.75" | 25.12 + 1.61°
Flavonoides totales?
15.74 +0.98" | 13.94 +0.44° | 15.63 +0.33" | 15.77 £0.82" | 19.64 + 1.39°
:;32?;?;2”"1'”6‘5 7.19+0.71° | 8.70£0.40° | 7.16 £+0.27° | 5.99 +0.46% | 527 +0.35°
Fruto
Fenoles totales?
6.24 +055% | 6.03+0.33% | 5.62+047% | 6.24+0.14% | 6.48 +0.23
Flavonoides totales?
0.44+0.02° | 0.37+0.01° | 0.44+0.02° | 0.39+0.04" | 0.53+0.03?
Z;gg?gfgg”'d'”as 0.44 £0.04° | 0.55+0.04% | 0.53+0.04% | 0.61+0.04% | 0.58 +0.05

Datos expresados como la media + desviacién estdndar, n=3. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia
estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. ! Fenoles totales (mg equivalentes de &cido galico/g muestra
seca), ? flavonoides totales (mg equivalentes de rutina/g de muestra seca), ® proantocianidinas extraibles (mg equivalentes
de proantocianidinas extraibles/g de muestra seca).
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En hoja, el contenido de fenoles totales es fue similar al reportado por Wu y
colaboradores (2009) para el extracto acuoso, de 18.57 mg EAG (equivalentes de
acido galico)/g de hoja seca, y menor al de flavonoides, de 37.39 mg equivalentes
de rutina/g de hoja seca; las diferencias pudieron deberse a que se utiliz6 una
técnica distinta para la determinacion de flavonoides Por otro lado, el contenido de
fenoles totales en fruto es similar al reportado por Rop y colaboradores (2012), de
6.14-8.31 mg EAG/g de fruto seco. El contenido de flavonoides totales en fruto se
encuentra dentro del rango determinado por Lopez y colaboradores (2013), de 0.71
mg equivalentes de quercetina/g de fruto seco.

El aumento de flavonoides y proantocianidinas extraibles en fruto (Cuadro 4)
se encuentra en el rango de 0.09-0.17 mg/g muestra seca, sin embargo, a pesar de
gue hubo diferencia estadistica podria no ser importante fisiolégicamente como
tratamiento. Se ha reportado que el consumo de compuestos fendlicos en la
poblacién oscila entre los 1000-2000 mg/2000 kcal (Tesserra-Rimbau et al., 2013),
por lo tanto, el consumo de una porcion de 25 g fruto (Rodriguez y Rodriguez, 2007)
estresado aportaria un 0.3-0.4 % de compuestos fendlicos extras, del consumo

diario, respecto a una porcion de fruto no estresado.

La acumulacion de compuestos fendlicos como respuesta al estrés salino ha
sido documentada en diversas plantas. La aplicaciéon de cloruro de sodio en el
cultivo involucra un estrés oxidativo manifestado por una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno, lo cual genera cambios en el metabolismo, donde
se ven afectados la sintesis de metabolitos secundarios, asociados al metabolismo
de los fenilpropanoides (Hichem et al., 2009). El efecto sobre la produccién de
metabolitos en la planta dependera del genotipo y su sensibilidad a salinidad, asi
como, las condiciones en las cuales se llevo a cabo el estrés (duracion, tipo de
elicitor, edad de la planta) lo cual determina los mecanismos fisiol6gicos de

respuesta involucrados (Waskiewicz et al., 2013).
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Respecto al efecto del estrés salino sobre el cambi6 de compuestos fendlicos
extraibles en fruto y hoja P. peruviana no se encontraron reportes. Alves y
colaboradores (2017) inocularon segmentos nodales de P. peruviana con dos
niveles de estrés salino (0.5y 1.0% de NaCl) y acido silicico (0.0, 0.5y 1,0 g/L). Los
resultados mostraron un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como
la superdxido dismutasa y catalasa, incrementando asi la capacidad de la planta
para eliminar las especies reactivas de oxigeno, después de ser expuestas a los
tratamientos con NaCl. Ademas, se observo un aumento en el contenido de prolina,
la cual actia como osmoprotector de enzimas citosélicas y mantiene la integridad
de la membrana. El estudio anterior sefiala la capacidad de la planta para adaptarse
a las condiciones de estrés salino e inducir la sintesis de compuestos como

mecanismo de defensa.

En otras plantas de la familia Solanacéa, a la que pertenece P. peruviana, se
han encontrado respuestas variables dependiendo de los genotipos y las
condiciones de estrés salino. En hojas de tomate Solanum lycopersicum cv. M82,
sensible al estrés salino, se observd un decremento en el contenido de fenoles
totales. Por otro lado, en las hojas de S. pennelli, tolerante al estrés salino, se
observé un incremento en el contenido de fenoles totales con la aplicacion de
cloruro de sodio, durante. 21 dias (Frary et al.,, 2010). Los resultados aqui
encontrados sugieren o confirman que P. peruviana tiene tolerancia al estrés salino,
debido a su capacidad para incrementar su contenido de compuestos fendlicos

extraibles en las hojas.

El principal efecto del estrés salino se presenta a nivel de hoja, donde se
presenté mayor contenido de flavonoides respecto a los frutos y el estrés salino mas
alto'indujo un mayor contenido de estos compuestos en ambos tipos de 6rganos.
La produccién y papel de los flavonoides como defensa al estrés salino ha sido
reportada. El factor de transcripcion MYB111 es un regulador positivo en la sintesis
de flavonoides, involucrado en la expresién de enzimas como la CHS (chalcona

sintasa), F3H (flavanona 3-hidroxilasa) y FLS1 (Flavonol sintasa) (Li et al., 2019).
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La sobreexpresion de MYB111 en Arabidopsis thaliana, tratada con NaCl a
150 mM, aumenta la germinacion y crecimiento de la raiz y reduce la acumulacién
de especies reactivas de oxigeno; es decir mejora la resistencia al estrés salino,
asociado a un aumento en el contenido de flavonoides, capacidad antioxidante y la
expresion de CHS, F3H y FLS1. La suplementacion externa de flavonoides como
dihidrokaempferol y quercetina, elimino el efecto adverso sobre el crecimiento y
germinacion, presentados en la planta no alterada y en la mutante en la cual se
silencio la expresion de MYB111 (Li et al., 2019); destacando asi la importancia de
los flavonoides en la resistencia al estrés salino. El aumento en el contenido de
flavonoides en nuestro estudio podria estar asociado a una mejor proteccion contra

los efectos adversos presentados bajo condiciones de estrés salino.

El incremento de compuestos fendlicos en hoja podria deberse a una
respuesta inducida por una mejor respuesta al estrés salino en este tipo de érgano.
En L. esculentum la sobreexpresion del antiportador vacuolar Na*/H* (atNHX1),
incremento el contenido de Na* en hojas y prolina (osmoprotector) respecto al fruto;
es decir, presentd mayores mecanismos de defensa comparado al fruto. (Zhang y
Blumwald, 2001). Asi mismo, en Capsicum annum la aplicacion de 50 y 100 mM de
NaCl disminuyo la peroxidacion lipidica (niveles de malondialdehido) y aumento los
niveles de superoxido dismutasa y acido ascérbico en hoja, comparado con el fruto
(Azuma et al., 2010).

El contenido de polifenoles extraibles en hoja (Cuadro 4) sugiere que a dosis
mayores de estrés-salino se aumenta el contenido de &cidos fendlicos y flavonoides.
Las proantociandinas extraibles mostraron una disminucion en su contenido por
efecto del estrés salino (Cuadro) , por lo tanto, el aumento en los flavonoides totales
se puede deber a la despolimerizacion de las proantocianidinas extraibles
almacenadas en la pared celular de la planta (Koskimaki et al., 2009) o a una
regulacion negativa en la ruta de produccion de 2,3-trans-flavan 3-oles (precursores
de las proantociandinas), quedando hasta la produccion de precursores de
flavonoides como los flavan-3,4-dioles en donde se representa el punto de

ramificacion para la sintesis de compuestos polimericos (Abeynayake et al., 2011).
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Es decir, que dado que las rutas de biosintesis de flavonoides y proantocianidinas,
estan estrechamente ligadas y por ello un aumento en la biosintesis de flavonoides
afecta negativamente a la biosintesis de las proantocianidinas; bajo este punto de
vista, pareciera ser posible que el incremento del estrés salino podria inducir la
expresion de los factores de transcripcion MYB los cuales, inducen la biosintesis de
flavonoides (Li et al., 2019) provocando una menor sintesis de proantocianidinas.

Los resultados observados sefialan que la planta de P. peruviana muestra
respuestas diferenciadas al estrés salino en la biosintesis de compuestos fendlicos
a nivel de 6érganos pareciendo ser esa una respuesta dependiente de la funcién del
mismo organo; la hoja con una funcion fotosintética y el fruto.con una funcion de

almacenamiento de fotosintatos.

7.3 Cambios en el contenido de compuestos fenolicos no extraibles en hoja

y fruto deshidratados por efecto del estrés salino

Los compuestos fendlicos no extraibles son aquellos que quedan retenidos en
el residuo resultante después de la extraccion de los compuestos extraibles y son
liberados mediante hidrolisis quimica 0 enzimatica. Estos compuestos incluyen a
aquellos de elevado peso molecular, o pueden ser de bajo peso molecular pero
unidos a polisacaridos de la pared celular, proteinas o inaccesibles a los solventes
por encontrarse en la matriz alimentaria (Shahidi y Yeo, 2016). Los compuestos
fendlicos no extraibles se consideran la mayor parte de los polifenoles presentes en
los alimentos y llegan al colon donde son fermentados por la microbiota, dando lugar
a compuestos. de menor tamafio que pueden ejercer un efecto local o absorberse y

continuar su metabolismo (Pérez-Jiménez et al., 2015).

En-el grupo de compuestos no extraibles se incluyen a los taninos hidrolizables
(galotaninos o elagitaninos), polifenoles hidrolizables (acidos hidroxibenzéicos e
hidroxinamicos unidos a la matriz alimentaria) y proantocianidinas polimeros de

flavan-3- oles de alto peso molecular (Pérez-Jiménez et al., 2015).
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La proporcién de compuestos fendlicos no extraibles (Cuadro 5) fue mayor

respecto a los extraibles (Cuadro 4), representando el 65% y 66% del total de

compuestos fendlicos presentes en hoja y fruto, respectivamente, tratadas con 40

mM. En el Cuadro 5 se observa que en la hoja se presenté un aumento en el

contenido de polifenoles hidrolizables, de un 22-34% a partir del tratamiento de 20

mM, respecto al control (p<0.05), y una disminucién de las proantocianidinas no

extraibles de hasta 42% para el tratamiento de 40 mM. En el fruto se mantuvo el

contenido de polifenoles hidrolizables. Las proantocianidinas no extraibles en fruto

aumentaron en un 19% para el tratamiento de 30 mM respecto al control (p<0.05).

Cuadro 5. Cambios en los contenidos de compuestos fenolicos no-extraibles en hojas y frutos

deshidratados de Physalis peruviana sometida a diferentes niveles de estrés salino.

Tratamiento

Compuesto
Control 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM

Hoja

Polifenoles 28.29 +0.43° | 31.79 + 1.16" | 35.53 + 3.38% | 38.02 + 1.22% | 34.62 + 3.17®

hidrolizables

Proantocianidinas | 1 67 . 1352 | 1572+1.37° | 12.96+0.97% | 12.16 + 0.68° | 11.36 + 1.02¢

no extraibles
Fruto

Polifenoles 11.48 + 0.67° | 11.03+0.60% | 11.22+0.43% | 11.45 +0.87% | 10.67 + 0.93

hidrolizables

Proantocianidinas | 15 . 007> | 1.91+017° | 2.07+£0.20° | 2.53+0.14% | 2.00+0.14b

no extraibles?

Datos expresados como la media + desviacion estdndar, n=3. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia
estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. ! Polifenoles hidrolizables (mg equivalentes de acido gélico/g
de muestra seca), 2 proantocianidinas no extraibles (mg equivalentes de proantocianidinas no extraibles/g de muestra seca).
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Los valores encontrados en este estudio son mayores a los reportados para
otros géneros de la familia Solanaceae. Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2015)
reportaron valores de 3.79 mg/g fruto seco de polifenoles hidrolizables y valores no
detectables para proantocianidinas no extraibles en tomate (Solanum

lycopersicum).

En general, se observd una menor influencia del estrés salino sobre la
produccién de compuestos fendlicos no extraibles, lo cual se puede relacionar al
tipo de estrés aplicado. Los compuestos fendlicos extraibles modulan los sistemas
antioxidantes, participan en la quelacion de iones metdlicos y disminuyen la fluidez
de la membrana para evitar la peroxidacion, durante el estrés.abioético (Rodrigo y
Libuy, 2014). Los compuestos fendlicos no extraibles estarian mas asociados al
estrés biotico, debido a su funcion en la planta dado que son sustancias antinutricias
gue se unen a polisacaridos y proteinas de la dieta, a que poseen sabor astringente
(evitar que sean consumidas por insectos. y mamiferos); ademas el
entrecruzamiento de proantocianidinas en-la pared celular aumenta su resistencia,

evitando el ataque por herbivoros y patogénos (Spiteller, 2008).

Las diferencias entre el fruto y la hoja podrian explicarse mediante la
preferencia de la hoja por la sintesis de materiales que denrigidez a la pared celular.
Durante el estrés salino se entrecruzan compuestos fenodlicos y glicoproteinas para
reducir la extensibilidad de la pared celular, debido al aumento en la turgencia
celular y pérdida de agua que ocurre bajo el estrés salino (Julkowska y Testerink,
2015).

7.4 Cambios en el contenido de carotenoides totales en fruto deshidratado
por efecto del estrés salino
Los carotenoides son los responsables del color naranja en los frutos de P.
peruviana (Puente et al., 2011). El perfil de carotenoides en P. peruviana se analizo
mediante HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia), encontrandose al B-
caroteno como el carotenoide mayoritario, que representa el 76% de los

carotenoides totales (Ramadan, 2011).
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En el presente estudio el contenido total de carotenoides aumenté en 27%
(Cuadro 6) para el nivel bajo de estrés salino (10 mM), mientras que, a mayores

niveles de estrés no se observé un cambio significativo respecto al control (p<0.05).

Por otro lado, en el presente estudio se presentd una correlacion
estadisticamente significativa respecto al contenido de carotenoides totales con el
color rojo/verde a* (-0.90). Las variaciones estan mas relacionadas a la disminucién
de las tonalidades rojizas, asi mismo el tratamiento de 10 mM que presenté mayor
contenido de carotenoides (Cuadro 6), es la muestra con mayor luminosidad y h°
cercano a las tonalidades amarillas (Cuadro 3).

En muestras de frutos de P. peruviana procedentes de Colombia en distintos
estados de madurez se reportaron valores de 2.5-21.5' mg de carotenoides
totales/100 g de fruto seco; correspondiendo los valores mas altos a los frutos
maduros (Etzbach et al.,, 2018). No obstante, Corrales-Bernal y colaboradores
(2015) reportan valores notablemente mas altos para frutos de P. peruviana
procedentes de Colombia, de 26.6-39.6 mg equivalentes de (3-caroteno/100 g de
fruto seco. Tomando en cuenta los resultados del estudio de Etzbach y
colaboradores (2018) los resultados se encuentran dentro del rango reportado, sin
embargo, nuestros resultados -son menores a los reportados para el fruto maduro.
Las diferencias pueden ser debidas a las condiciones del analisis, ya que Etzbach
y colaboradores (2018) realizaron una concentracion del extracto para cuantificar
mediante HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
arreglo de diodos), lo cual aumenta la sensibilidad del andlisis; sin embargo, el
método espectrofotométrico utilizado en el presente estudio es un método rapido
gue nos permitid observar las diferencias en el contenido de carotenoides inducidas

por el estrés salino.

El efecto del estrés salino se ha evaluado en frutos de la familia Solanaceae.
Pascale y colaboradores (2001) reportan valores de 7.37-12.26 mg carotenoides
totales/100 g peso fresco en el fruto de tomate (Lycopersicon esculentum), tratado

con NaCl y diferentes fuentes de nitrégeno en el agua de irrigacion.
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El contenido aumenta gradualmente (7.37-12.26 mg/100 g fruto fresco) a
niveles moderados de estrés salino (0.5-4.4 dS/m) y disminuye (9.60-8.24 mg/100

g de fruto fresco) a conductividades eléctricas mayores (8.5-15.7 dS/m).

El estudio anterior muestra que existe una respuesta diferencial en la sintesis
de carotenoides dependiendo del nivel de estrés salino aplicado, ya que altos
niveles de estrés salino reducen la sintesis de estos compuestos. Los autores del
estudio sefialaron que este efecto puede ser debido a una reduccién del area foliar
y por tanto un aumento a la exposicion de luz solar de los frutos a mayores
conductividades eléctricas. Ademas, la induccion en la biosintesis de licopeno
promovida por el estrés salino podria activar la actividad de la enzima licopeno
B ciclasa a bajos niveles de estrés salino; la misma podria ser inhibida a altas
conductividades en la solucién nutritiva (Pascale et al.,.2001). En otros estudios se
ha reportado que altos niveles de estrés salino reducen la expresion de genes
relacionados con la sintesis de carotenoides como los de la fitoeno sintasa, fitoeno
desaturasa, y caroteno desaturasa, en hojas de tomate (L. esculentum) (Babu et al.,
2011).

Cuadro 6. Cambios en el contenido de' carotenoides totales en fruto deshidratado de Physalis

peruviana sometida a diferentes niveles de estrés salino.

Tratamiento

Compuesto

Control 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM
Carotenoides
totales* 14.71 £ 0.44" | 18.64 £0.792 | 16.01 + 0.31P | 15.29 + 0.61P° | 14.04 + 0.76°

Datos expresados como la media + desviacién estandar, n=3. Valores con diferente letra en la misma
fila indican diferencia estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. ! Carotenoides

totales (mg equivalentes de B-caroteno/100 g de fruto seco).
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Los resultados resaltan la importancia del nivel de estrés salino a aplicar
dependiendo del tipo de compuesto que se busca incrementar, ya que a bajas
concentraciones de estrés salino se induce la producciéon de carotenoides en P.

peruviana.

7.5 Cambios en la capacidad antioxidante en hojas y frutos deshidratados

por efecto del estrés salino

La técnica del capacidad antioxidante mediante el radical DPPH (DPPH?®)
expresa la capacidad de una muestra para atrapar radicales libres y_se basa en la
reduccion del radical mediante la transferencia de un atomo: de hidrégeno y
electrones de compuestos donadores, lo que genera una disminucion de la
absorbancia del compuesto a 515 nm (de purpura intenso a amarillo palido) (Foti,
2015). La técnica de capacidad antioxidante mediante el radical ABTS (ABTS*")
también mide la capacidad antioxidante de un compuesto, mediante una reaccion
de reduccion o transferencia de electrones del compuesto oxidante hacia el ABTS
**,. Los antioxidantes inhiben la formacién-del cation del radical (color verde), la

reaccion se mide a 734 nm (Schaich et al., 2015).

Las diferencias entre ambas técnicas radican en el medio en el cual se llevan
a cabo. La técnica de DPPH* se desarrolla en medios hidrofébicos, respecto a la
técnica de ABTS** que se lleva a cabo en medios hidrofilicos. El medio, por lo tanto,
afecta la solubilidad de algunos compuestos fendlicos y por ello altera la reaccion

de reduccién de cada una de las técnicas (Schaich et al., 2015).

La capacidad antioxidante de las hojas medida por el método del radical DPPH
se incremento a medida que los niveles de estrés salino también se incrementaron,
observandose el maximo incremento (91% mayor al grupo control) en las hojas de
plantas sometidas a 40 mM de NaCl (Figura 4) (p<0.05). Esta capacidad medida
por el método del ABTS aumentd en 168% en las hojas sometidas a 40 mM de NaCl
(Figura 5) (p<0.05). Estos datos muestran que la respuesta de la planta a mayores
niveles de estrés estd representada por una mayor proporciéon de compuestos

reductores o donadores de electrones.
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La tendencia de incremento de la capacidad antioxidante de las hojas fue
similar a la tendencia observada en los contenidos de compuestos fendlicos totales.
Miranda y colaboradores (2014) también describieron incrementos de la capacidad
antioxidante, analizada por la reduccion del nitrodisulfonato de potasio, en las hojas,
cuando se incremento los niveles de cloruro de sodio de 0 a 120 mM en el sustrato.

80

70

P—

60 ab
50 I 1
40 q Hoja

30 m Fruto
20
0
Control 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM
Tratamiento

mM equivalentes de trolox/100 g de
muestra seca
—

Figura 4. Capacidad antioxidante mediante el método del radical DPPH de hojas y
frutos deshidratados de Physalis peruviana, sometida a distintos niveles de estrés

salino. Datos expresados como la media * desviacion estandar, n=3. Letras diferentes sobre las
barras indican diferencia estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. DPPH®*: 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo.

Incrementos mas discretos de la capacidad antioxidante fueron observados
en los frutos; aquellas plantas tratadas con 30 mM de NaCl mostraron incrementos
de 33 y 34 % para el andlisis por DPPH* (Figura 4) o ABTS** (Figura 5),

respectivamente.
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Lépez y colaboradores (2013) reportaron valores mayores de capacidad
antioxidante para el fruto (29.3 mM/100 g fruto seco), mediante la técnica del radical
DPPH, sin embargo, los autores realizaron tres extracciones con acetona/agua
(70:30, v/v). Narvaéz-Cuenca y colaboradores (2014) reportaron contenidos de 10-
22.5 mM equivalentes de trolox/100 g de fruto seco mediante ABTS**en el extracto
metandlico. En el presente estudio se determinaron valores similares para el método
de ABTS**(11.42-18.89 mM equivalentes de trolox/100 g de fruto seco), por lo-que
el hecho de usar una extraccién metanol/agua (50:50, v/v) y acetona/agua (70:30,

v/v) no afecto la capacidad antioxidante mediante éste método.

Sin embargo, en el fruto no se observa un comportamiento similar en cuando
al contenido de compuestos fendlicos extraibles y capacidad antioxidante, ya que la
muestra con mayor contenido de compuestos fendlicos extraibles (40 mM) no
correspondio con la muestra de mayor capacidad antioxidante. Lo anterior podria
explicar que existi6 un cambio en el perfil a favor de compuestos con mayor
capacidad de reduccion de los radicales para el tratamiento de 30 mM. Resultados
de este tipo han sido reportados en la literatura, Tawaha y colaboradores (2007)
evaluaron la relacién entre la capacidad antioxidante mediante ABTSe+ y el
contenido de fenoles totales en el extracto acuoso y metandlico de 51 plantas
medicinales. La capacidad antioxidante en algunas plantas no estaba relacionada
al contenido de compuestos fendlicos; por ejemplo, la cantidad de fenoles totales
en el extracto acuoso de Hypericum triquetrifolium fue mayor que en Arbutus

andrachne, no obstante, su capacidad antioxidante fue menor.
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Figura 5. Capacidad antioxidante mediante el método del radical ABTS de hojas y
frutos deshidratados de Physalis peruviana .sometida a distintos niveles de estrés

salino.Datos expresados como la media + desviacion estandar, n=3. Letras diferentes sobre las
barras indican diferencia estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. ABTS**:
acido 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotazolin-6-sulfénico)

De forma general las, muestras con mayor contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides presentan mayor capacidad antioxidante; una de las formas
de saber cuales son los compuestos que estan contribuyendo en mayor medida a
dicha capacidad es el coeficiente de correlacion de Pearson. Los compuestos
fendlicos no extraibles fueron excluidos del analisis debido a que se determinaron
a partir-del residuo obtenido después de la extraccion de compuestos fendlicos

extraibles.
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El factor que tiene mayor peso sobre la capacidad antioxidante de hoja
deshidratada son los fenoles totales (p<0.05) y en segundo lugar los flavonoides
totales, Unicamente significativa para el caso de ABTS** (p<0.05) (Cuadro 7); lo que
probablemente se debe a que la técnica de ABTS*" se lleva a cabo en medios
hidrofilicos (Schaich et al., 2015) y los flavonoides puedan reaccionar de mejor
manera con este radical debido a los glucésidos de flavonoides son de caracter
hidrofilico (Ferreira y Pinho, 2012).

Por otro lado, se presentd una correlaciéon negativa entre la capacidad
antioxidante de hoja y su contenido de proantocianidinas extraibles (p<0.05)
(Cuadro 7), debido a que a mayores niveles de estrés salino los valores de estos
compuestos disminuyeron (Cuadro 4). Por lo tanto, la capacidad antioxidante en
hoja se podria deber al resto de los compuestos fendlicos incluidos en la fraccion
soluble: acidos fendlicos (acidos benzoicos e -hidroxicinamicos) y/o taninos
hidrolizables oligdmeros de acidos benzoicos 'y acidos hidroxicinamicos (Tsao,
2010), y en menor medida a los flavonoides, los cuales presentaron un aumento al

mayor nivel de estrés salino (Cuadro 4).

El factor que tiene mayor peso sobre la capacidad antioxidante en fruto
deshidratado son los fenoles totales y en menor medida las proantocianidinas
extraibles y flavonoides totales (Cuadro 7), sin embargo, estas correlaciones no

resultaron significativas.

La capacidad antioxidante en fruto sufri6 cambios discretos 33y 34 % para el
andlisis por- DPPH* (Figura 4) o ABTS** (Figura 5), respectivamente.
Adicionalmente, el contenido de fenoles totales en fruto deshidratado no sufrio
cambios por efecto del estrés salino; el contenido de flavonoides totales y
proantocianidinas extraibles aumentaron de manera discreta para el tratamiento de
40 mM en 20 y 32 %, respectivamente (Cuadro 4). Debido a que el estrés salino
afecto en menor medida a los parametros anteriormente mencionados, no existe
una relacién directa o inversa entre el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, dado que no aumentan o disminuyen una respecto a la otra

en proporcion constante.
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Cuadro 7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre compuestos fendlicos
extraibles y capacidad antioxidante en hojas y frutos deshidratados de Physalis
peruviana sometida a distintos niveles de estrés salino.

Determinacion Hoja Fruto
DPPH* ABTS** DPPH* ABTS**
Fenoles totales 0.99* 0.99* 0.71 0.79
Flavonoides totales 0.85 0.89* 0.34 0.25
Proantocianidinas -0.88* -0.88* 0.44 0.59
extraibles

Los valores representan el coeficiente de correlacion de Pearson. El peso de una variable sobre
otra serd mayor conforme el valor sea més cercano a 1, la relacion puede ser negativa o positiva. *
indica una correlacion estadisticamente significativa a=0.05.

Los resultados sefialan que Physalis peruviana sometida a estrés salino tiene
la capacidad de sintesis de compuestos con capacidad antioxidante,
particularmente en hoja, y estos compuestos podrian estar asociados a una mejor
respuesta ante las condiciones adversas presentadas durante el estrés, asi como

mejores propiedades hipoglucemiantes.

7.6 Cambios en los contenidos de compuestos fendlicos extraibles y
capacidad antioxidante de.las aguas de decoccion de hoja y fruto
deshidratados de Physalis peruviana, sometida a estrés salino

La decoccion es un método de extraccion mediante ebullicion continua del
material vegetativo que puede extraer compuestos hidrosolubles de manera

eficiente, lo cual depende de diversos factores como; solvente, temperatura y

tiempo. Los cambios quimicos durante el proceso dependen del tipo de material

utilizado, lo que puede aumentar o disminuir los rendimientos en la extraccion

(Zhang- et al., 2014). Las decocciones se elaboraron en una concentracion del 3%

p/v en‘agua en ebullicién continua, con las hojas y frutos deshidratados, de acuerdo

a lo recomendado en la medicina tradicional para este tipo de extractos (Fauron,

1994).
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El tiempo y la temperatura utilizados para la extraccion por decoccion de hoja
provoco una disminucion en el contenido total de compuestos fendlicos, de un 42 %
para el caso de la hoja a 40 mM de NaCl, a los 30 min (p<0.05) (Figura 6). Lo anterior
sugiere que los compuestos fendlicos de la hoja son termosensibles, por lo cual se
eligio el tiempo de 10 min para la elaboracién de las decocciones. Bajo esa
condicion de decoccidn, los tratamientos con estrés salino mas severo fueron los

tratamientos con mayor contenido de compuestos fendlicos en las decocciones.

Debido a que 10 min fue el tiempo mas corto analizado, es posible que
menores tiempos y temperaturas puedan tener un menor efecto sobre la
degradacion de compuestos fendlicos. El efecto del tiempo/temperatura en la
elaboracion de decocciones se evalu6 en el subproducto de algarrobo (Ceratonia
siliqua) bajo superficie de respuesta; en tiempos de 8-20 min y temperaturas de
81.5-98.5 °C. La extraccion de compuestos fendlicos, taninos y capacidad
antioxidante mediante el método de DPPH y ABTS se favorecid a mayores
temperaturas (98.5 °C y 90 °C) y tiempos(17 min). Los autores discuten que esto
se debe a una debilitacion del tejido vegetal, favoreciendo asi la disrupciéon de los
enlaces entre los compuestos fendlicos y componentes de la matriz como proteinas
y polisacaridos (Roseiro et al., 2013), ademas el calor aumenta los coeficientes de

solubilidad y difusion de los compuestos (Wissam et al., 2012).

El estudio anterior destaca la importancia del tipo de matriz alimentaria,
donde el estado de unién y solubilidad de los compuestos fendlicos es distinta, ya
gue a diferencia de la hoja, el tiempo y temperatura aumentaron la extraccion en
algarrobo; por lo que la temperatura podria afectar o no a las decocciones de
uchuva. Sin embargo, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del
tiempo de coccion a una de las concentraciones y temperatura usadas para la
preparacion de estos extractos (Fauron, 1994). El efecto de otros factores que
influyen en la extraccibn como solvente, temperatura y concentracion (Zhang et al.,
2014) serian interesantes de evaluar en un estudio de optimizacién, donde ya se

tengan comprobados los efectos benéficos de las decocciones.
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Figura 6. Fenoles totales extraidos en-agua a diferentes tiempos de decoccién de

hoja de Physalis peruviana, cultivada a distintos niveles de estrés salino. Los valores
representan la media (mg equivalentes de écido galico/100 mL de decoccidn) + desviacién estandar,
n = 2. Letras minusculas diferentes entre un mismo tratamiento representan diferencias significativas
entre las medias a distintos tiempos de coccion, letras mayusculas diferentes entre un mismo tiempo
de coccion representan diferencias significativas entre los distintos tratamientos (a=0.05) mediante
la prueba de Tukey. Control: hoja sin estresar.

El contenido de flavonoides totales en el agua de decoccion de hoja presentd
su maxima extraccion a los 15 min de ebullicion, tiempo después del cual comenzé
a disminuir, hasta en un 27% para el tratamiento de 40 mM (p<0.05) (Figura 7). El
porcentaje de disminucién de flavonoides fue menor respecto al de fenoles totales,
lo que indica que esta fraccion extraible presenta menor termosensibilidad o que se
tiene una compensacion debido a los flavonoides liberados de los compuestos

poliméricos y matriz celular.

Esto ultimo se comprueba en la Figura 8, donde se observa una disminucion
del 18% en el contenido de proantocianidinas extraibles a los 30 min de ebullicién
para hoja control y 20% para hoja 40 mM, por lo cual estas proantocianidinas
podrian estar contribuyendo al contenido de flavonoides totales.
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Figura 7. Flavonoides totales extraidos en agua a diferentes tiempos de decoccién

de hoja de Physalis peruviana, cultivada a distintos niveles de estrés salino. Los
valores representan la media (mg equivalentes de rutina/100 mL de decoccidén) + desviacion
estandar, n=2. Letras minUsculas diferentes entre un mismo tratamiento representan diferencias
significativas entre las medias a distintos tiempos de coccidn, letras mayuUsculas diferentes entre un
mismo tiempo de coccién representan diferencias significativas entre los distintos tratamientos
(a=0.05) mediante la prueba de Tukey. Control: hoja sin estresar.
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Figura 8. Proantocianidinas extraibles extraidas en agua a diferentes tiempos de
decoccion de hoja de Physalis peruviana, cultivada a distintos niveles de estrés

salino. Los valores representan la media (mg equivalentes de proantocianidinas extraibles/100 mL
de decoccidn) + desviacion estandar, n=2.. Letras minusculas diferentes entre un mismo tratamiento
representan diferencias significativas entre las medias a distintos tiempos de coccién, letras
mayusculas diferentes entre un mismo tiempo de coccion representan diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. Control: hoja sin estresar.

El tratamiento térmico disminuyd la capacidad antioxidante mediante la
técnica del radical DPPH en un 20% para la hoja control y en un 54% para hoja 40
mM (p<0.05) (Figura 9). Por otro lado, mediante la técnica de ABTS se observa una
tendencia inversa entre la disminucion en la capacidad antioxidante y el tiempo de
ebullicién, lo cual provocé una disminucién del 30% para el tratamiento de 40 mM
(p<0.05) (Figura 10). La disminucion de la capacidad antioxidante fue mas notoria
para el radical DPPH por lo cual, el tratamiento térmico disminuy6 en mayor medida
el tipo y contenido de compuestos fendlicos con capacidad de reduccion del radical
DPPH.
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Figura 9. Capacidad antioxidante determinada por el método del radical DPPH en
las aguas de la decoccién de hoja de Physalis peruviana, cultivada a distintos

niveles de estrés salino. Los valores representan la media (mM equivalentes de trolox/100 mL
de decoccidn) + desviacion estandar, n=2. Letras minuUsculas diferentes entre un mismo tratamiento
representan diferencias significativas. entre las medias a distintos tiempos de coccién, letras
mayusculas diferentes entre un mismo tiempo de coccion representan diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.
Control: hoja sin estresar.
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Figura 10. Capacidad antioxidante determinada por el método del radical ABTS en
las aguas de la decoccion de hoja de Physalis peruviana, cultivada a distintos

niveles de estrés salino. Los valores representan la media (mM equivalentes de trolox/100 mL
de decoccién) + desviacidén estandar, n = 2, Letras minusculas diferentes entre un mismo tratamiento
representan diferencias significativas entre las medias a distintos tiempos de coccién, letras
mayusculas diferentes entre un mismo tiempo de coccion representan diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (a=0.05) mediante la prueba de Tukey ABTS: acido 2,2’-Azino-bis (3-
etilbenzotazolin-6-sulfénico). Control: hoja sin estresar.

Los cambios en el contenido de compuestos fendlicos totales siguieron una
tendencia similar en las muestras de fruto deshidratado y en las aguas de las
decocciones; los tratamientos de 10-20 mM presentaron menor contenido de
compuestos. fendlicos y los tratamientos de 30-40 mM mayor contenido de
compuestos fendlicos respecto al control (Figura 11). Adicionalmente, el contenido
de compuestos fendlicos por cada 100 mL de agua de decoccidon se podria
considerar bajo, ya que éste representaria alrededor del 0.63% de la cantidad de
compuestos fendlicos consumidos diariamente en la poblacion de 1000-2000
mg/2000 kcal (Tesserra-Rimbau et al., 2013).
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El rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos, ademés de depender
del tipo de solvente utilizado, depende de la temperatura y tiempo de extraccion
(Kaneria et al.,, 2012). En el presente estudio se observo que el contenido de
compuestos fendlicos totales no fue afectado por el tiempo de ebullicion (Figura 11).
El comportamiento observado sugiere que los compuestos estdn cambiando de tal
forma que no se afecta la capacidad de reduccion del reactivo de Folin.

La fraccion de compuestos fendlicos cambia durante el tratamiento. térmico,
mediante diversos mecanismos. En decocciones herbales, el tiempo de ebullicion
aumenta la fraccion libre de acidos fendlicos y disminuye la fraccién unida a la matriz
alimentaria, mediante enlaces glucosidicos y estér. (Xu et al., 2007). La aplicacion
de calor provoca: la despolimerizacion de la proantocianidinas (De Taeye et al.,
2017), la hidrolisis de los glucésidos de flavonoides-(Zhang et al., 2014) y la
formacion de productos de degradacion de flavonoides. Los productos formados
pueden tener mayor o menor capacidad antioxidante dependiendo de su estructura
(Chaaban et al., 2017); por lo tanto, el comportamiento observado se podria explicar
por modificaciones en el perfil de compuestos, ya que estos pueden estar
cambiando de tal forma que no se afecte la capacidad de reduccion del reactivo de

Folin.
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Figura 11. Fenoles totales extraidos en agua a diferentes tiempos de decoccion de

fruto de Physalis peruviana, cultivada a distintos niveles de estrés salino. Los valores
representan la media (mg equivalentes de &cido galico/100 mL de decoccidn) + desviacién estandar,
n=2. Letras mindsculas diferentes entre un-mismo tratamiento representan diferencias significativas
entre las medias a distintos tiempos de coccion, letras mayusculas diferentes entre un mismo tiempo
de coccion representan diferencias significativas entre los distintos tratamientos (a=0.05) mediante
la prueba de Tukey Control: fruto sin estresar.

Respecto al contenido de flavonoides totales, en la Figura 12 se observa que
a los 30 min de ebullicion se alcanza el maximo de extraccion en todos los
tratamientos. El aumento fue del 42% en el tratamiento control y del 39% en el
tratamiento de 40 mM (p<0.05). El aumento de flavonoides, en el tiempo de 30 min,
podria estar relacionado a la extraccion de flavonoides con menor termosensiblidad

y despolimerizacion de las proantocianidinas (De Taeye et al., 2017).
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Figura 12. Flavonoides totales extraidos en-agua a diferentes tiempos de decoccion

de fruto de Physalis peruviana, cultivada a distintos niveles de estrés salino. Los
valores representan la media (mg equivalentes de rutina/100 mL de decoccion) + desviacion
estandar, n=2. Letras minUsculas diferentes entre un mismo tratamiento representan diferencias
significativas entre las medias a distintos tiempos de coccién, letras mayusculas diferentes entre un
mismo tiempo de coccién representan diferencias significativas entre los distintos tratamientos
(a=0.05) mediante la prueba de Tukey. Control: fruto sin estresar.

Finalmente, se observd un aumento del 134% en el contenido de
proantocianidinas extraibles para el tratamiento de 40 mM, a los 30 min de ebullicion

(Figura 13), por-lo cual se eligié dicho tiempo para la elaboracion de las

decocciones.
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Figura 13. Proantocianidinas extraibles extraidas en agua a diferentes tiempos de
decocciéon de fruto de Physalis peruviana, cultivada a distintos niveles de estrés

salino. Los valores representan la media (mg equivalentes de proantocianidinas extraibles/100 mL
de decoccidn) + desviacion estandar, n=2.. Letras minusculas diferentes entre un mismo tratamiento
representan diferencias significativas entre las medias a distintos tiempos de coccion, letras
mayusculas diferentes entre un mismo tiempo de coccion representan diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. Control: fruto sin estresar.

La capacidad antioxidante mediante el método del radical DPPH (Figura 14) no
se afectd por el tiempo de ebullicion, mientras que, la capacidad antioxidante
mediante ABTS** se igual6 para todos los tratamientos a los 30 min (Figura 15). El
calor por un lado provoca la degradacién de compuestos fendlicos y por otro su
extraccion-del tejido vegetal, mediante la disrupcién de los enlaces entre los
compuestos fendlicos y componentes de la matriz alimentaria, como proteinas y
polisacéaridos (Roseiro et al., 2013). Por lo tanto, se podria sugerir que la cantidad y
tipo de compuestos con capacidad de reduccion del radical cambia de tal forma que

no se afecta la capacidad antioxidante.
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Figura 14. Capacidad antioxidante determinada por el método del radical DPPH en
las aguas de la decoccion de fruto de Physalis peruviana, cultivada a distintos

niveles de estrés salino. Los valores representan la media (mM equivalentes de trolox/100 mL
de decoccién) + desviacién estandar, n = 2. Letras minusculas diferentes entre un mismo tratamiento
representan diferencias significativas entre las medias a distintos tiempos de coccién, letras
mayusculas diferentes entre un mismo tiempo de coccion representan diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.
Control: fruto sin estresar.
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Figura 15. Capacidad antioxidante determinada por el método del radical ABTS en
las aguas de la decoccion de fruto de Physalis peruviana, cultivada a distintos

niveles de estrés salino. Los valores representan la media (mM equivalentes de trolox/100 mL
de decoccién) + desviacién estandar, n = 2. Letras minusculas diferentes entre un mismo tratamiento
representan diferencias significativas entre las medias a distintos tiempos de coccién, letras
mayusculas diferentes entre un mismo tiempo de coccion representan diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (a=0.05) mediante la prueba de Tukey ABTS: acido 2,2’-Azino-bis (3-
etilbenzotazolin-6-sulfénico). Control: fruto sin estresar.

La eficacia del uso de agua como solvente de extraccion depende del tipo de
compuestos que pueden ser extraidos. El agua favorece la extraccion de alcaloides,
glucésidos de flavonoides, saponinas, terpenoides, acidos fendlicos (Samarakoon
et al., 2010; Ferreira y Pinho, 2012) y proantocianidinas de bajo peso molecular
(Wissam et al., 2012).Los efectos benéficos dependeran del tipo de compuestos
extraidos en este solvente, los cuales se evaluaron en el perfil de compuestos
fendlicos. El efecto de extractos de distinta polaridad podria ser valuado para asi
identificar los distintos tipos de compuestos que podrian ser responsables de los
efectos benéficos, donde ademas se estudie el conjunto de parametros que influyen
en la extraccion, esto seria de interés en futuros estudios, donde se tengan

comprobados los efectos benéficos.
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En el presente estudio, se observé una diferencia entre las decocciones de
hoja y fruto y esto puede deberse al contenido, estado de union a la matriz
alimentaria y distribucion de los distintos tipos de compuestos fendlicos. El
contenido de compuestos fendlicos en fruto no se modifica con el tiempo de
extraccion, mientras que en hoja se disminuyen a mayores tiempos de extraccion.
La informacion obtenida es importante ya que la decoccion es una de las formas de
consumo en la medicina tradicional, por lo tanto es de importancia la seleccién de

los tiempos de decoccién adecuados.

7.7 Perfil de compuestos fitoquimicos en el agua de decoccion de hojay
fruto de Physalis peruviana sometida a 40 mM de estrés salino
El perfil de fitoquimicos se llevo a cabo para identificar cambios en los
compuestos fendlicos individuales, y asi identificar el tipo de compuestos que
pueden ser extraidos en las decocciones y estan contribuyendo a la capacidad

antioxidante de las mismas.

Las decocciones se elaboraron al 3% p/v con el tratamiento control sin
estresar y 40 mM de NacCl, que fue el tratamiento con mayor efecto sobre el
contenido de compuestos fendlicos extraibles y capacidad antioxidante. El agua de
la decoccion de fruto no sufrio cambios en el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, debido a esto se eligio el tiempo de 30 min, en donde se
presentd un mayor contenido de proantocianidinas extraibles (Figura 13). La
decoccion de hoja se elabord en un tiempo de 10 min, en donde se afecté en menor
medida el contenido de compuestos fendlicos (Figura 6) y capacidad antioxidante
(Figura 9 y 10).

En el agua de decocciones de hoja se identificaron 5 flavonoides, 14 acidos
fendlicos y 1 &cido organico en concentraciones que oscilan entre 0.01 y 3.94
mg/100 mL de decoccion (Cuadro 8). Los compuestos mayoritarios fueron: rutina,

acido clorogénico, kaemperol rutinésido y acido feruloilquinico.
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La aplicacion de estrés salino aumentd el contenido de compuestos
fitoquimicos (p<0.05) en el agua de decoccién de hoja, a excepcién de los acidos
dihidroxibenzoico hexodxido y cafeico hexdxido

Por otro lado, en el agua de decoccién del fruto se identificd: 1 flavonoide, 9
acidos fendlicos y 1 acido organico, en concentraciones que oscilaron entre 2.99-
0.003 g/100 mL de decoccion (Cuadro 8). Los compuestos mayoritarios incluyen los
acidos citrico, hidroxibenzoico hexosido y vanilico, ademas, de forma general el

estrés salino no afecté su contenido.
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Cuadro 8. Identificacién de compuestos fitoquimicos mediante UPLC-MS-QTOF en el agua de las decocciones al 3% p/v
de hoja y del fruto de Physalis peruviana sometida 40 mM de NaCl

Tiempo de m/z Concentracion (mg/100 mL)
Familia Compuesto ret(errzlizl)()n observada Fragmentos Control hoja | Hoja40 mM | Control fruto | Fruto 40 mM
Flavonas Apigenina dihexoésido 4.62 593.1498 ;%2%24;2281 0.14 + 0.01° 0.28 £ 0.002 ND ND
Genisteina dihexdsido 431.18471, b a
Isoflavonas (genistina hexdsido) 5.11 593.1501 269.11924 0.28 £ 0.05 0.68£0.13 ND ND
Flavonoles Q“erce(tr'l;‘t"i"n’;tj”os'do 4.12 609.1443 | 300.02685 | 1.12+0.05° | 3.94+0.03% | 0.010+0.00° | 0.005 + 0.00°
Kaemg;rr‘]’g;fj’éos'do' 4.61 503.1498 | 284.03186 | 0.24+0.01° | 0.50 +0.01° ND ND
Kaempferol rutinésido 5.10 593.1501 285.03961 0.56 +0.09° | 1.36 +0.26° ND ND
Acidos Acido dihidroxibenzoico 153.01021, a b . .
hidroxibenzoicos hex6sido 1.90 315.0714 137 08658 0.64 £0.01 0.50 £ 0.02 0.02 £ 0.00 0.03 £ 0.00
Acido vanilico* 1.94 167.0343 | on0o B ND ND 0.06+0.00° | 0.050.00°
Acido r;]|g;g>;3§nzo|co 2.08 299.0772 |+ 137.02353 ND ND 0.17+0.01% | 0.12+0.01°
Acido hidroxibenzoico* 5.47 137.0238 109.04831 0.04 + 0.01® | 0.03 +0.002 ND ND
Acido cinamico* 1.75 147.0446 131.02337 ND ND 0.003 + 0.00° 0.005 £ 0.002
Acido cafeoilquinico 191.05446,
isémero | (&cido 2.22 353.0861 179.03341, 1.04 + 0.04° 2.45+£0.13? 0.005 = 0.00° 0.006 £ 0.00°¢
clorogénico)* 135.04380
Acido coumaroilquinico 191.05465, b a
is6mero | 2.60 337.0916 16303868 0.26 £ 0.01 0.42 £0.02 ND ND
- - . . . 179.03361, b
Acidos Acido cafeico hexésido 2.72 341.0866 135.04272 0.06 +0.002 | 0.02 +£0.00 ND ND
hidroxicinamicos '
Acido cafeoilquinico 191.01545,
is6mero Il 2.77 353.0864 179.03361, 0.63 +0.02° 1.65 + 0.022 0.004 + 0.00° 0.004 + 0.00°
134.03623
Acido coumérico 164.03889, a b
’ hexésido 2.78 325.0917 119 04923 0.05+0.01 0.02 £ 0.00 ND ND
Ac'doi;eéﬁ’]';'(')qlt"”'co 2.83 367.1022 %gf'gggg’i 0.91+0.02® | 1.36+0.02* | 0.01+0.00° | 0.01+0.00°
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Cuadro 8. Continuacion

Familia Tiempo de m/z Concentracion (mg/100mL)
Compuesto ret(en:li(r:ll)on observada Fragmentos Control hoja | Hoja40 mM | Control fruto Fruto 40 mM
Hireaos | Acido ferilico hexdsido 3.02 355.1024 | L0099 | 0.04+000° | 0054000 | 0.01%0.00° | 0.01%0.00°
Acido cafeoilquinico 191.05485,
isémero Il 3.09 353.0865 179.04429, 0.01 + 0.00° 0.09 = 0.00% ND ND
134.03934
Acido coumaroilquinico 191.05485, a a
isomero Il 3.15 337.0920 163.03901 0.14 £ 0.02 0.24 £ 0.07 ND ND
Acido sinapico hexosido | 3.19 385.1128 | os 0000l | 0.03+0.00° | 0.02 +0.00° ND ND
Acido feruloilquinico 193.04993,
isemero Il 3.42 367.1028 191.05502, 0.60 £ 0.022 | 0.58 = 0.022 ND ND
134.03650
Acido coumaroilquinico 191.05512, b a
isomero Il 3.63 337.0922 16303848 0.01 £0.00 0.02 £ 0.00 ND ND
Acido sinapico* 4,14 223.0608 208.01367 ND ND 0.01 = 0.002 0.01 £ 0.002
Acidos organicos ]
Acido citrico* 1.03 191.0191 111.00796 ND ND 2.96 £ 0.072 2.99 £0.112
Acido quinico 2.66 191.0552 127.0388 0.11 + 0.00° 0.50 + 0.022 ND ND

Datos expresados como la media + desviacion estandar (mg compuesto/100 mL de decoccién), n=3. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey vy la prueba de t-student, para el caso de la comparacion contra
dos tratamientos.* cuantificado con estandares comerciales. ND: no detectado. Aductos [M-H]- Control hoja: decoccién de hoja sin estresar,
Control fruto: decoccion de fruto sin estresar.
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El contenido de &cidos fendlicos en fruto de uchuva esta reportado, en un
rango de 1.78-4.97 mg/kg peso fresco y el de flavanoles entre 0.68-1.67 mg/kg peso
fresco (Mufioz-Jauregui et al., 2007). El contenido en 100 mL de agua de decoccion
fue menor al contenido reportado por 100 g de fruto fresco, esto se debe al proceso
térmico que sufrié la decoccién, donde afectan factores como el solvente, la
temperatura y el tiempo de extraccién (Zhang et al., 2014). Ademas, la polaridad del
solvente pudo afectar la cantidad y tipo de compuestos extraidos en decoccién de
hoja y fruto, ya que como se esperaba los compuestos extraidos corresponden al
grupo de los &cidos benzoicos, cindmicos y glucosidos de flavonoides (Stalikas,
2007). En la cuantificacion realizada por Mufioz-Jauregui y colaboradores (2007) se
realizé una extraccion con etanol al 60% el cual es mejor solvente que el agua. La
extraccion de compuestos fendlicos se realiza normalmente con combinaciones de
solventes como: metanol, acetona, etanol, dietiléter y acetato de etilo, en
combinacién con el agua para facilitar la extraccion de compuestos fendlicos mas
polares (acidos benzoicos y cinamicos, o glucdsidos de flavonoides) (Stalikas,
2007); sin embargo, la mayoria de este tipo de extractos no son adecuados para su
consumo, el agua de decoccion es asi una de las formas de consumo habituales

para los extractos de plantas (Fauron, 1994).

La rutina, el compuesto mayoritario en el agua de decoccion de hoja, ha
demostrado propiedades antidiabéticas. La rutina disminuye los niveles de glucosa
en ratas diabéticas (Kamalakkannan y Price, 2006). Los mecanismos de accion
propuestos para la rutina implican la modulacién del Ca?* en las células B-
pancreaticas, lo que promueve la secrecion de insulina (Kappel et al., 2013); asi
como, la captacion de glucosa mediante el incremento de la translocacion del
trasportador de glucosa GLUT 4 (Hsu et al., 2014). Por lo que, la rutina presente en
el agua de decoccion de hoja de uchuva podria tener un efecto similar a los

anteriormente mencionados.
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El extracto de Pandanus odurus concentrado en acido hidroxibenzoico,
compuesto mayoritario en el agua de la decoccion de fruto, ha demostrado
propiedades antidiabética ya que incrementa los niveles de insulina sérica y el
contenido de glucogeno en higado de ratas sanas (Peungvicha et al., 1998). La
dosis usada en ese estudio fue de 5 mg/kg peso, la cual es mayor comparada con
el contenido por 100 mL de decoccién en este estudio. Debido a que el contenido
de compuestos fendlicos en este estudio fue menor la liofilizacion del fruto permitié

concentrar el extracto para su aplicacién en el modelo in vitro.

7.8 Evaluacion del efecto inhibitorio in vitro de las decocciones de hoja 'y
fruto sometidas a 40 mM de estrés salino sobre lipasa pancreatica
La enzima lipasa pancreatica es un blanco de accidn importante para la
disminucién de acidos grasos libres en sangre que se aumentan bajo una condicion
de resistencia a la insulina (De Fronzo, 2004), debido a que es responsable de la
hidrolisis del 50-70% de los lipidos provenientes de la dieta (Figueroa-Pérez et al.,
2014).

El tratamiento de 40 mM de NaCl,.con mayor efecto sobre el contenido de
compuestos fendlicos extraibles y.capacidad antioxidante en el agua de las
decocciones de hoja y fruto, se eligio para la evaluacion del efecto de inhibicidén de
lipasa pancreética. Las decocciones de hoja y fruto deshidratados se elaboraron en
una concentracion del 1-5% p/v, para evaluar el efecto de las distintas
concentraciones utilizadas para la preparacion de este tipo de extractos (Fauron,
1994). La decoccion de fruto se elabor6 en un tiempo de 30 min, mientras que, la
decoccion de hoja se elaboré en un tiempo de 10 min, en ambos casos donde se

afectd en menor medida el contenido de compuestos fendlicos.

En el presente estudio se observo que las decocciones de fruto y hoja de uchuva,
elaboradas a distintas concentraciones de peso/volumen, tienen la capacidad de
inhibicién de la lipasa pancreatica. La aplicacion de NaCl a 40 mM en hoja
incrementd la capacidad de inhibicion de lipasa pancreatica del agua de las

decocciones, elaboradas a una concentracion del 3-5% p/v (p<0.05) (Figura 16).
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% de inhibicidon de la actividad de la

lipasa pancreatica

Por otro lado, el tratamiento a 40 mM de NaCl en fruto disminuy6 la capacidad
de inhibicién de lipasa pancreatica del agua de las decocciones elaboradas en
concentraciones del 1-3% p/v (p<0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Efecto inhibitorio in‘vitro del agua de las decocciones de hoja y fruto de

Physalis peruviana sometidas a 40 mM de estrés salino sobre lipasa pancreatica.
Los valores representan la media (% de inhibicién de lipasa pancreatica) + desviacion estandar, n=3.
Letras minusculas diferentes arriba de las barras representan diferencias significativas entre las
medias de un mismo tratamiento a diferentes porcentajes de elaboracion (peso/volumen) (a=0.05),
letras mayusculas arriba de las barras representan diferencias significativas entre las medias de un
mismo porcentaje de elaboracién, mediante la prueba de Tukey. Orlistat: control positivo, farmaco
inhibidor de la actividad de lipasa pancreatica. Control hoja: decoccién de hoja sin estresar, Control
fruto: decoccién de fruto sin estresar.

El mayor porcentaje de inhibicion de lipasa pancreatica fue del 44.6% (Figura
16) para la decoccion elaborada al 5% p/v, del fruto sin estresar, porcentaje similar
al farmaco inhibidor de lipasa pancreatica Orlistat (50.5 %); ademas, este porcentaje
es comparable con el de bebidas herbales usadas para disminuir la digestion de
lipidos como la infusion de té negro (45.5 %), anis verde (46.3 %) y hierbabuena
(45.6 %) (Figueroa-Pérez et al., 2014, Herrera et al., 2018).
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El fruto de uchuva tiene capacidad de inhibicion de enzimas digestivas. Rey y
colaboradores (2015) reportaron que el extracto etandlico del fruto de P. peruviana
inhibié de forma competitiva a la a-amilasa de Saccharomyces cerevisiae, y de
forma no competitiva a la a-glucosidasa y maltasa de polvo intestinal de rata. Por
otra parte, Bernal y colaboradores (2018) mostraron que el extracto de
diclorometano del exudado que cubre el fruto contiene ésteres de sacarosa,
responsables de la inhibicion de la a-amilasa, siendo el peruviésido D el compuesto

que mostré mayor actividad de inhibicion (84.8%).

Respecto a las decocciones de hojay fruto de P. peruviana no se encontraron
reportes sobre inhibicion de enzimas digestivas; sin embargo, se sabe que ésta es
la forma en la que se suelen consumir en la medicina tradicional para el tratamiento

contra la diabetes (Maobe et al., 2013).

La inhibicion de lipasa pancreatica in vitro podria no estar relacionada al
contenido total de compuestos fendlicos. El agua de las decocciones de hoja
tratadas con 40 mM de NaCl mostraron-mayor contenido de compuestos fendlicos
comparado a las decocciones de fruto (Figura 17) , sin embargo, los porcentajes de
inhibicién de lipasa pancreatica de ambas decocciones fueron similares. El efecto
de inhibicién estaria mas relacionado a la presencia de compuestos similares y
especificos en ambos tipos de muestras. Dentro de los compuestos fendlicos la
rutina ha mostrado ser un buen inhibidor de la actividad de la enzima lipasa
pancreatica, mientras que, los &acidos fendlicos tienen menor capacidad de
inhibicién (Martinez-Gonzalez et al., 2017); la rutina fue un compuesto comun en el
agua de ‘la. decoccion de hoja y fruto (Cuadro 8), por lo tanto, podria ser el

compuesto responsable de los efectos presentados.
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Figura 17. Fenoles totales en el agua de las decocciones de hoja y fruto de Physalis

peruviana sometida a 40 mM de estrés salino. Los valores representan la media (mg
equivalentes de &cido gélico/100 mL de decoccidn) + desviacion estandar, n = 3. Letras diferentes
arriba de las barras representan diferencias significativas entre las medias de distintos tratamientos,
a un mismo porcentaje de elaboracion (peso/volumen) (a=0.05) mediante la prueba de Tukey.
Control hoja: decoccién de hoja sin estresar, Control fruto: decoccién de fruto sin estresar.

El contenido de compuestos. fendlicos en las decocciones aumenta a un
mayor porcentaje de hoja y fruto utilizado para su elaboracion (Figura 17), no
observandose la misma tendencia en la capacidad de inhibicion de lipasa
pancreatica (Figura 16). Lo anterior se puede deber a que existen distintos tipos de
inhibicién enzimatica: competitiva (inhibidor y sustrato compiten por el sitio activo,
reduciendo la afinidad de la enzima por el sustrato), no competitiva (union del
inhibidor a sitio alostérico reduce la velocidad de reaccién) y acompetitiva (union del
inhibidor al complejo enzima-sustrato reduce la afinidad de la enzima por el sustrato
y la velocidad de reaccion); donde un mayor porcentaje de inhibidor respecto al
sustrato solo funcionaria si se trata de un tipo de inhibicion competitiva (Najafpour,
2007).
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De acuerdo a los datos obtenidos, el agua de las decocciones de hoja y fruto
de Physalis peruviana podria ser utilizada para inhibir la digestion de lipidos de la
dieta, debido a que la inhibicion de lipasa pancreéatica ha mostrado una relacion
positiva con la disminucién de LDL (lipoproteinas de baja densidad) vy triglicéridos
en sangre (Hamdem et al., 2013). Lo anterior es importante dentro del contexto de
la diabetes, debido a que la resistencia la insulina aumenta la lipdlisis y con ello el
nivel de acidos grasos libres (De Fronzo, 2004).

Evaluacion del efecto hipoglucémico in vivo de las decocciones de hoja

y fruto de Physalis peruviana sometidas a 40 mM de estrés salino

El almidon es uno de los principales carbohidratos de la dieta y su rapida
digestion resulta en incrementos de los niveles de glucosa en sangre, por lo que la
disminucién en su digestidon es un blanco importante para el control de la diabetes.
El consumo de extractos herbales son una estrategia para el control de los niveles
de glucosa, ya que sus compuestos fendlicos han mostrado actividad inhibitoria de
las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (Asgar, 2012). La prueba de tolerancia oral
al almiddn resulta adecuada para demostrar la capacidad inhibitoria in vivo contra

enzimas involucradas en el metabaolismo de carbohidratos (Dias et al., 2017).

El pico hiperglucémico no se disminuyé de manera significativa después de
administrar las decocciones de hoja y fruto al 5% p/v, sin estresar, en ratas hembra
Wistar sanas. La decoccion preparada a partir de la hoja estresada a 40 mM mostré
una tendencia a disminuir los niveles de glucosa, principalmente a los 30 min, en un

8%, comparado con el grupo sin tratamiento (Figura 18).

El &rea bajo la curva en ratas tratadas con la el agua de la decoccion de hoja
a 40 mM-disminuyd en un 7%, respecto al grupo sin tratamiento (p<0.1) (Figura 19).
Los grupos tratados con las decocciones de fruto presentan un pico hiperglicémico

y area bajo la curva similar a los grupos sin tratamiento.
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Glucosa (mg/dL)

El comportamiento podria explicarse mediante el contenido de azUcares
reductores en el agua de la decoccion de fruto, el cual fue hasta 5 veces mayor
respecto a las decocciones de hoja (Figura 20); debido a ello, el contenido de
azucares en la decoccion de fruto no permitio6 observar los efectos de los

compuestos fitoquimicos extraidos en la decoccion.

Resultaria de importancia evaluar otro tipo de extractos que disminuyan la
extraccion de azucares reductores, y asi comprobar los efectos hipoglicémicos que
han sido asociados al fruto de uchuva (Rodriguez y Rodriguez, 2007). Por lo tanto,
a pesar de que el fruto ha mostrado capacidad de inhibicion de a-amilasa in vitro
este mecanismo en el agua de la decoccion de fruto no fue suficiente para disminuir

los niveles de glucosa in vivo.
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Figura 18. Efecto de la administracion del agua de las decocciones de hoja y fruto
al 5% p/v de Physalis peruviana en la tolerancia oral al almidén en ratas Wistar

sanas. Los valores representan la media (mg/dL de glucosa) + error estdndar, n = 4. * representa
diferencias significativas con respecto al control negativo, (a=0.1) mediante la prueba de Dunnet.
Almidén: control negativo, Acarbosa: control positivo, Control hoja: decoccién de hoja sin
estresar, Control fruto: decoccion de fruto sin estresar.
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Figura 19. Efecto de la administracion del agua de las decocciones de hoja y fruto
al 5% p/v de Physalis peruviana en la tolerancia oral al almidén en ratas Wistar

sanas. Los valores representan la media (mg*h/dL) * error estandar, n = 4. * indica diferencia
estadistica significativa respecto al control negativo, (a=0.1) mediante la prueba de Dunnet.
Almidon: control negativo, Acarbosa: control positivo, Control hoja: decoccidon de hoja sin estresar,
Control fruto: decoccién de fruto sin estresar.
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Figura 20. Contenido de azUcares reductores en el -agua de las decocciones al 5%

p/v de la hoja y el fruto de Physalis peruviana sometida a 40 mM de estrés salino.
Los valores representan la media (mg de glucosa/100 mL de decoccién) + desviacidén estandar, n =
3. Letras diferentes arriba de las barras representan diferencias significativas entre los tratamientos,
(a=0.05) mediante la prueba de Tukey. Control hoja: decoccion de hoja sin estresar, Control fruto:
decoccion de fruto sin estresar.
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Los resultados muestran la aplicacion de NaCl a 40 mM tuvo un efecto
importante sobre el contenido de compuestos fendlicos extraibles en las
decocciones de hoja y fruto de uchuva; lo cual mejor6 los niveles de glucosa en
ratas sanas después de una prueba de tolerancia oral al almidon (Figura 18). Sin
embargo, el porcentaje de disminucion del area bajo la curva (Figura 19) no resulté
importante y esto puede ser debido al proceso térmico que sufrié la decoccién, asi
como, la polaridad del solvente que afect6 la cantidad y tipo de compuestos
extraidos.

El estrés salino a 40 mM en hoja incrementd el contenido de compuestos
fendlicos extraibles, particularmente de glucosidos de flavonoides y acidos fendlicos
como: rutina, acido clorogénico, kaemperol rutinésido y acido feruloilquinico
(Cuadro 8). La presencia de un azucar en los flavonoides reduce su capacidad de
inhibicién de a-amilasa (Proenca et al.,, 2019). El acido 5-cafeoil-quinico (acido
clorogénico) mostré una débil inhibicion (maxima del 20%) de la enzima a-amilasa,
lo que no seria suficiente para ejercer un efecto in vivo importante (Nyambe-Silvwe
y Williamson, 2018). Debido a que el tipo de compuestos fendlicos extraidos en las
decocciones han demostrado tener una baja capacidad de inhibicion de a-amilasa,
los efectos de disminucion de los niveles de glucosa observados para la hoja
estresada a 40 mM podrian estar relacionados a otros mecanismos de accion,
como: absorcion de glucosa, secrecion de insulina, transcripcion de genes
relacionados al metabolismo de carbohidratos y captacion de glucosa en tejidos

periféricos (Dias et al., 2017).

7.9 Prueba de viabilidad celular en adipocitos 3T3-L1, cultivados en medio
suplementado con las decocciones de la hoja y el fruto de Physalis
peruviana, sometida a 40 mM de estrés salino

Otro mecanismo a evaluar es la induccion del transporte de glucosa por

efecto del tratamiento con las decocciones. Para esta etapa se liofilizaron y

caracterizaron las decocciones al 3% p/v de hoja y fruto.
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Los estudios de citotoxicidad son un paso inicial en la determinacion de los
efectos benéficos de una sustancia in vitro. La citotoxicidad in vitro permite estudiar
los efectos locales o en tejidos cuando se conoce la biodisponibilidad de los
compuestos responsables. Ademas, el proceso permite la identificacion de
sustancias utiles para estudios de actividad bioldgica. (Eisenbrand et al., 2002). El
ensayo de viabilidad mediante la determinacion del porcentaje de proteina,
considera que el contenido de proteina en el precipitado celular (masa celular) es
proporcional al numero de células viables. La disminucidon en el contenido de
proteina después de aplicar un tratamiento sugiere que la sustancia esta ejerciendo

un efecto citotoxico (McGaw et al., 2014).

El tratamiento de 40 mM aumenté en un 110% el contenido de compuestos
fendlicos en el agua de la decoccion de hoja liofilizada, respecto al control (p<0.05);
en el agua de la decoccion de fruto liofilizada el tratamiento de 40 mM aumento en
un 36% el contenido de compuestos fendlicos, respecto al del control (p<0.05)
(Cuadro 9).

Respecto a los estudios de viabilidad, las decocciones con menor contenido
de compuestos fendlicos muestran una tendencia a aumentar la viabilidad conforme
se incrementa la concentracion del liofilizado en el medio de cultivo. Por el contrario,
las decocciones con mayor. contenido de compuestos fenodlicos y flavonoides
mostraron una tendencia a disminuir la viabilidad celular conforme se aumenta la
concentracion del liofilizado (Figura 21). EI comportamiento puede deberse a un
efecto de concentracion de compuestos fendlicos extraibles con potencial citoxico,
particularmente en el fruto, ya que presenta mayor citotoxicidad que el extracto

acuosoliofilizado de hoja.
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Cuadro 9. Contenido de compuestos fendlicos extraibles y capacidad antioxidante
en las decocciones al 3% p/v liofilizadas de la hoja y el fruto de Physalis peruviana,
sometida a 40 mM de NaCl.

Tratamiento
Compuesto

Control hoja 40 mM hoja Control fruto 40 mM fruto
Fenoles totales?

17.45+0.83" | 36.72+0.84% | 4.23+0019 | 578+%0.39°
Flavonoides totales?

11.05+0.20° | 30.86 +0.83 0.3 +0.03¢ 0.51 + 0.05°
Proantocianidinas | 51 554 036b | 28.03+0.18" | 12.25%0.59° | 12.63+0.52°
extraibles
'\D"Sgﬁf delradical | 150341470 | 304741470 | 1354+041° | 14.18+0.715
'\A/'gtTOSdf delradical | g5 0640850 | 132.64+674% | 18.67+1.25 | 21.33+2.05°

Datos expresados como la media + desviacién estandar, n=3. Valores con diferente letra en la misma
fila indican diferencia estadistica significativa (a=0.05) mediante la prueba de Tukey. ! Fenoles
totales (mg equivalentes de acido galico/g muestra liofilizada), ? flavonoides totales (mg equivalentes
de rutina/g de muestra liofilizada), 3proantocianidinas extraibles (mg equivalentes de
proantocianidinas extraibles/g de muestra liofilizada) * capacidad antioxidante (mM equivalentes de
trolox/100 g de decocciodn liofilizada). DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, ABTS: acido 2,2’-Azino-bis
(3- etilbenzotazolin-6-sulfénica). Control hoja: decoccion de hoja sin estresar, Control fruto:
decoccién de fruto sin estresar.

Los resultados muestran que en el intervalo de concentraciones utilizadas se
disminuyd la viabilidad mediante la determinacion del porcentaje de proteina a partir
de: 0.50 mg/mL para el fruto control, en las dosis empleadas en el fruto 40 MMy a
partir de 0.75 mg/mL en la hoja 40 mM (Figura 22) (p<0.05), en consecuencia, se
seleccionaron las dosis de 0.25 y 0.50 mg/mL para el estudio de captacion de

glucosa.
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Figura 21. Porcentaje de proteina mediante el método del acido bicinconinico
(BCA), en células de adipocitos 3T3-L1 cultivadas en medio suplementado con los
liofilizados de las decocciones al 3% p/v de la hoja y el fruto de Physalis peruviana,

sometida a 40 mM de estrés salino. Los valores representan la media (% de proteina respecto
al control) + error estandar, n = 3. * arriba de las barras representa diferencias significativas con
respecto al control negativo, (a=0.1) mediante la prueba de Dunnet. Control negativo: medio sin
tratamiento, Insulina: control positivo, Control hoja: decoccion de hoja sin estresar, Control fruto:
decoccién de fruto sin estresar.

En la literatura se reporta que el extracto etanolico de fruto de P. peruviana no
representa efectos citotoxicos sobre la linea celular de preadipocitos 3T3-L1 hasta
dosis de 2 mg/mL (Codevilla et al., 2018). En el presente estudio se encontré una
disminucién en la viabilidad celular, por lo cual fue importante elegir las dosis para
el disefio del estudio in vitro, ya que, las concentraciones utilizadas del compuesto
a probar deben evitar en lo posible el dafio en las funciones metabdlicas basicas
como: la integridad de la membrana celular, la funcion mitocondrial y la sintesis de

proteinas.
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7.10 Captacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1, cultivados en medio
suplementado con las decocciones de la hoja y el fruto de Physalis
peruviana, sometida a 40 mM de estrés salino

La resistencia a la insulina es la caracteristica clinica de la diabetes tipo 2,
teniendo como consecuencias principales la disminucién de la captacion de glucosa
en tejidos periféricos, aumento en la glicogendlisis y lipdlisis, asi como una
disminucion en glucogenésis. (Evans et al., 2002; Defronzo, 2004). El aumento en
la captacién de glucosa en tejidos periféricos es un enfoque para el tratamiento de
la diabetes. Los adipocitos 3T3-L1 son un modelo adecuado para estudiar la
sefalizacion de insulina, uno de los mecanismos moleculares de la enfermedad, ya
gue con su diferenciacion se induce el fenotipo de adipocito que presenta dos de
las principales sefalizaciones de la insulina: transporte de glucosa y lipogénesis

(Petersen y Shulman, 2018).

El agua de la decoccion de hoja de P. peruviana sometida a 40 mM de estrés
salino disminuyo la glucosa extracelular (p<0.1) en un 16%, para las células
suplementadas con 0.50 mg/mL (Figura 22) del agua de la decoccion liofilizada,
comparada con la del control-sin tratamiento. El incremento en la captacion de
glucosa puede deberse a la activacion de los receptores de insulina o la modulacion
en la expresion de genes de la cascada de sefalizacion de la insulina (Sun et al.,
2020). Ademas, el efecto observado de disminucion de glucosa en la curva de
tolerancia al almidén (Figura 18) puede estar relacionado a esta mejora en la

captacion de glucosa.
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Figura 22. Captacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1, cultivados en medio
suplementado con las decocciones de la hoja y el fruto al 3% p/v de Physalis
peruviana, sometida a 40 mM de estres salino. Los valores representan la media mg de
glucosa extracelular/dL de medio) + error estandar, n = 6. * arriba de las barras representa diferencias
significativas con respecto al control negativo, (a=0.1) mediante la prueba de Dunnet. Control
negativo: medio sin tratamiento, Insulina: control positivo, Control hoja: decocciéon de hoja sin
estresar, Control fruto: decoccién de fruto sin estresar.
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El estrés salino a 40 mM de NaCl incrementa el contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides en hoja de P. peruviana; el aumento en el contenido de
flavonoides podria estar relacionado a una disminucion en el contenido de
proantocianidinas extraibles. En fruto se presentaron efectos diferenciales respecto
a la hoja, ya que altas concentraciones de estrés salino disminuyen la sintesis de
carotenoides, mientras que, a 10 mM se induce su sintesis. Las diferencias entre
fruto y hoja podrian estar relacionadas a la funcién de cada tipo de 6rgano, uno.con
funcion fotosintética y el otro con funcién de almacenamiento de fotosintatos. El
incremento en la capacidad antioxidante en hoja cultivada a 40 mM de NaCl indica
qgue la planta presenta tolerancia al estrés por salinidad y que éste induce una
respuesta en el metabolismo, manifestada por un incremento en la produccion de

compuestos fenolicos.

El tiempo de decoccion afecta de manera diferencial al contenido de
compuestos fendlicos en el agua de las decocciones de hoja y fruto de uchuva,
afectando en mayor medida a la de hoja; las diferencias pudieran estar relacionadas

al tipo de union y compuestos en la matriz alimentaria.

Las decocciones con mayor contenido de compuestos fendlicos mostraron
una tendencia a disminuir la viabilidad celular en adipocitos 3T3-L1, por lo tanto, el
estrés salino a 40 mM podria estar incrementando el contenido de compuestos con
potencial citotéxico. El.estudio de los mecanismos de citotoxicidad seria importante
en futuros estudios in vitro para estudiar los efectos locales o en tejidos cuando se
conoce la biodisponibilidad de los compuestos responsables; ademas, el proceso

permitiria‘la identificacion de sustancias utiles para estudios de actividad bioldgica.

El incremento en el contenido de compuestos fendlicos extraibles en
decoccion de hoja, cultivada a 40 mM de estrés salino, potencié su capacidad
hipoglucemiante in vivo y de transporte de glucosa en adipocitos 3T3-L1. El estrés
salino en uchuva se podria usar como estrategia para prevenir y disminuir los

efectos de la resistencia a la insulina en diabetes.
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8 CONCLUSIONES

El estrés salino en hojas de uchuva incrementa el contenido de compuestos
fendlicos totales y flavonoides, lo cual podria estar relacionado a la
disminucion de las proantocianidinas extraibles y no extraibles, dicho efecto
mejora las capacidades antioxidantes, sugiriendo que la planta presenta
tolerancia al estrés por salinidad. En fruto se presentan efectos diferenciales,
ya que el estrés salino a bajas concentraciones favorece la produccion de
carotenoides.

El tratamiento térmico disminuye los compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en el agua de la decoccién de hoja, mientras que, en el agua de
la decoccion de fruto incrementa el contenido de flavonoides. Las diferencias
pueden estar relacionadas al tipo y distribucion de compuestos fendlicos en
la matriz alimentaria.

En el agua de decoccion de hoja se lograron identificar 19 compuestos
fendlicos, cuyo contenido aumentd en el tratamiento de 40 Mm de estrés
salino. La rutina fue un compuesto fenolico comun entre el agua de decoccién
de hoja y fruto, y podria ser el responsable de los efectos de inhibicion de
lipasa pancreética e hipoglucémicos observados.

El agua de las decocciones de la hoja y el fruto presentan capacidad de
inhibicion de lipasa pancreética in vitro, lo que podria hacerlas adecuadas
para disminuir-los niveles de acidos grasos libres que presentan bajo una
condicion de resistencia a la insulina.

Las aguas de las decocciones con mayor contenido de compuestos fendlicos
mostraron una tendencia a disminuir la viabilidad celular conforme se
aumenta su concentracion en el medio de cultivo para células de adipocitos
3T3-L1. El estrés salino a 40 mM pudo aumentar el contenido de compuestos
fendlicos extraibles con potencial citotoxico, particularmente en el fruto, por
lo que en futuros estudios es de importancia la identificacion de los

mecanismos y compuestos responsables de éste efecto.
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La aplicacion de estrés salino a 40 mM en hoja mejora la capacidad
hipoglucemiante de su decoccién, al disminuir el pico hiperglicémico en ratas
sanas después de una prueba de tolerancia oral al almidén, este efecto
podria ser explicado por el aumento en la captacion de glucosa extracelular
demostrada en adipocitos 3T3-L1.

La aplicacion de estrés salino durante el cultivo de Physalis peruviana,
potencia la capacidad hipoglucemiante in vivo e inhibitoria de la lipasa
pancreética in vitro, del agua de la decoccion de hoja. El estrés salino en
uchuva se podria usar como estrategia para prevenir y disminuir. los efectos

de la resistencia a la insulina en diabetes.
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