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Resumen

En el presente estudio se
determinoé el efecto de la salinidad sobre
los niveles de flavonoides y de
antocianinas, asi como del potencial
inhibidor de las enzimas a-glucosidasa y
a-amilasa de frutos de tomatillo (Physalis
ixocarpa), una especie con relevante
interés alimenticio y comercial de
Meéxico. Algunos reportes han revelado
que las condiciones de estrés ambiental
pueden incrementar los niveles y
diversificar la composiciéon fendlica, y
por lo tanto las propiedades biol6gicas de
algunas especies de plantas. Los
resultados revelaron que una
concentracion de 120 mM de NaCl,
adicionada diariamente durante 15 dias a
plantas de 42 dias de edad provoco el
incremento  significativo  de los
contenidos de flavonoides y de
antocianinas de los frutos de tomatillo
con respecto al control, en 1.16 y 1.46
veces, respectivamente. Los resultados
también revelaron que los extractos a 200
mg/mL de frutos de plantas cultivadas en
120 mM de NaCl incrementaron su
potencial inhibidor de a-glucosidasa 2.89
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veces mas que los extractos, a esa misma
concentracion, de frutos de las plantas
control. Los frutos de tomatillo no
mostraron potencial inhibidor de a-
amilasa, ni este potencial se estimul6 con
el estrés salino. Frutos crecidos en las
diferentes condiciones salinas fueron
discriminados por un andlisis de
componentes principales basado en los
contenidos de flavonoides, de
antocianinas, y en el potencial inhibidor
de a-glucosidasa, por lo que estos
parametros pueden representar una
herramienta de control de calidad con
relacion a las condiciones de crecimiento
de las plantas de esta especie.
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Abstract

In the current study, the effect of
salinity on the levels of flavonoids and
anthocyanins was determined, as well as
the inhibitory potential of the enzymes a-
glucosidase and a-amylase of tomatillo
fruits (Physalis ixocarpa), a species with
relevant nutritional and commercial
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interest from Mexico. Some reports have
revealed that environmental stress can
increase the levels and diversity of
phenolic composition, and therefore the
biological properties of some plant
species. The results revealed that the
concentration of 120 mM of NaCl, added
daily for 15 days to 42-day-old plants
caused the increase in flavonoid and
anthocyanin contents of tomatillo fruits
with respect to control, in 1.16 and 1.46
times, respectively. The results also
revealed that the extracts at 200 mg/mL
of fruits of plants grown in 120 mM NaCl
increased 2.89 times their capacity to
inhibit a-glucosidase compared to the
extracts of the control plants fruits.
Tomatillo fruits showed no potential as a-
amylase inhibitors, nor was this potential
stimulated with saline stress. Fruits grown
in different saline conditions were
discriminated by a principal component
analysis based on the contents of
flavonoids and anthocyanins, as well as
on the a-glucosidase inhibitory potential,
so these parameters can represent a
quality control tool, in relation to the
growth conditions, of this species.

Keywords: a-glucosidase, flavonoids,
anthocyanins.

Introduccion

La inhibicion de la actividad de las
enzimas a-amilasa y la a-glucosidasa
puede interferir en la digestion de
carbohidratos y disminuir el estado
hiperglicémico (Choudhary et al., 2011).
Esta es una estrategia para el tratamiento
de la hiperglicemia, que es un estado
caracteristico de personas con diabetes
(Hadjzadeh et al., 2015). En el organismo
humano, la a-amilasa degrada
carbohidratos complejos como el almidén
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y el glucégeno a azlcares mas simples
como a-dextrina y los oligosacaridos
maltosa y maltotriosa, los cuales después
pueden degradarse a glucosa por la accion
de la a-glucosidasa, incrementando sus
niveles en el plasma (Garcia-Luna y
Lopez-Gallardo, 2007; Asgar, 2013).
Actualmente, existe la tendencia a buscar
terapias alternativas basadas en productos
naturales, provenientes muchos de ellos
de plantas.

México es uno de los paises con
mayor diversidad vegetal en el mundo, lo
que hace que se tenga una gama
importante de especies de plantas
(Heinrich et al., 2014) que son fuente de
una quimiodiversidad todavia mayor.
Ademas de la diversidad quimica natural
encontrada en las plantas, es posible
favorecer el aumento de la concentracion
y ampliar la diversidad de bioproductos
por medio de estrategias como el someter
a las plantas a condiciones de estrés
durante su crecimiento (Martinez-Llischer
et al., 2014; Minh et al.,, 2016). La
salinidad afecta la biosintesis 'y
acumulacion de compuestos bioactivos de
plantas (Minh et al., 2016). La
flexibilidad de respuestas es una
caracteristica importante y esencial para
que las plantas puedan sobrevivir en
condiciones de estrés. Para ello,
diferentes especies han desarrollado
mecanismos variables de sefiales que les
permiten reprogramar rapidamente su
metabolismo, condicidon fisioldgica, y su
desarrollo (Asensi-Fabado et al., 2017).

Dentro del género Physalis, la
especie mas estudiada desde diferentes
puntos de vista ha sido P. peruviana, la
cual crece de manera natural en América
del Sur. Para P. peruviana se han
reportado propiedades citotoxicas de
carcinoma hepético (Hassan et al., 2017),
cancer de prostata, y carcinoma renal (Xu
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et al., 2017), entre otras. Sin embargo,
para Physalis ixocarpa o tomatillo, la cual
tiene una importante relevancia culinaria
en Mexico y también es rica en
bioproductos (Gonzalez-Mendoza et al.,
2010), existe todavia un importante vacio
de conocimiento sobre sus propiedades
bioldgicas. Un estudio revel6 actividad
apoptdtica de P. ixocarpa en células de
cancer de colon (Choi et al., 2006). El
objetivo del presente estudio fue
determinar los cambios en los contenidos
de flavonoides y antocianinas, asi como el
potencial inhibidor de a-glucosidasa y a-
amilasa de tomatillo sometido a estres
salino.

Materiales y métodos
Material vegetal y tratamientos salinos

Se utilizaron semillas de Physalis
ixocarpa variedad Rendidora que fueron
proporcionadas en 2014 por productores
de Oaxaca y que se han mantenido a
través de resiembras en el Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional unidad
Durango del Instituto  Politécnico
Nacional (CIIDIR IPN Durango). Esas
semillas se sembraron y las plantas se
cultivaron en el invernadero del mismo
Centro, de acuerdo a Cobaleda-Velasco et
al. (2017) hasta su fructificacion. En los
tratamientos salinos, cada una de 10
plantas se mantuvieron en contenedores
de plastico de 4 L y se regaron, a partir
del dia 42 después de la siembra y
durante los 15 dias siguientes, con 1 L de
una solucion 90 mM o 120 mM de NaCl.
El inicio de la aplicacion de la solucion
salina correspondio a 15 dias antes de la
etapa de desarrollo GS3 de la escala
BBCH (Centro de Investigacion
Biologica de Variedades Vegetales e
Industria Quimica), que corresponde a
plantas de 57 dias, las cuales han
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desarrollado mucho follaje y tienen frutos
maduros (Ramirez et al., 2013). En el
tratamiento control, el riego de un nimero
igual de plantas se hizo con agua
corriente. De cada tratamiento, se
colectaron 10 frutos maduros (un fruto
por planta). Cada tratamiento tuvo tres
réplicas.

Preparacion de los extractos

Los frutos de tomatillo de cada
tratamiento,  independientemente,  se
secaron combinaron y posteriormente se
molieron. Un gramo de muestra seca y
molida se macer6 en 10 mL de etanol al
80% (v/v) en agitacion durante 12 horas.
Después, se centrifugo a 8000 rpm
durante 10 minutos, el sobrenadante se
recolecto y la pastilla fue re-extractada
bajo las mismas condiciones. Los dos
sobrenadantes de una misma muestra se
combinaron y se llevaron a sequedad. El
extracto seco se resuspendié en etanol al
20% (v/v), en el volumen que permitid
obtener una concentracion de 2 mg/mL.
De los extractos, se tomaron alicuotas
para realizar los andlisis de contenidos de
flavonoides y antocianinas, y de la
actividad hipoglucemiante.
Determinacion  del  contenido  de
flavonoides

El contenido de flavonoides se
determing utilizando el método descrito
por Ordofiez et al. (2006). El contenido de
flavonoides se estimd a partir de una
curva de calibracion de quercetina (As2o=
0.3261[quercetina] + 0.0277, r = 0.9957)
y los resultados se expresaron en
microgramos equivalentes de quercetina
por gramo de extracto seco (ug EQ/g ES).

Determinacién de los contenidos de
antocianinas
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Los contenidos de antocianinas
monoméricas se determinaron con el
método de pH diferencial descrito por
Giusti y Wrolstad (2001), usando el peso
molecular (449.2) y la absorcién molar
(26 900) de cianidina-3-O-glucdsido
como referencia, debido a que esta
antocianina es de las mas cominmente
encontradas. Los valores se expresaron
como miligramos por gramo de extracto
seco (mg/g DE).5

Capacidad inhibidora de a-glucosidasa y
de a-amilasa

La evaluacion del potencial
hipoglucemiante de los extractos se
realizd determinando la capacidad
inhibidora de las enzimas a-glucosidasa
de Bacillus stearothermophilus y a-
amilasa pancreética porcina. de acuerdo a
Kim et al. (2010) y Kim et al. (2011),
respectivamente. En ambos casos se uso
una solucién de acarbosa (10 pg/mL)
como referencia. Se estimé el porcentaje
de inhibicion de diferentes
concentraciones de extractos (120 a 200
mg/mL) y la actividad se expres6 como la
concentracion efectiva inhibitoria al 50%
(ICs0) en mg/mL.

Analisis de datos

Los datos se sometieron a un
ANOVA para evaluar las diferencias
entre  muestras  (p<0.05) vy la
discriminacion entre medias se estimo
con la prueba de Tukey. Los resultados se
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procesaron con el programa de computo
XLSTAT 2017.03.44803. Para
determinar la contribucion de cada uno de
los parametros evaluados para diferenciar
las muestras, los datos se sometieron a un
analisis de componentes principales
(PCA), usando el programa de computo
Past 3.

Resultados y Discusion
Contenido de flavonoides y antocianinas

En el Cuadro 1 se muestran los
contenidos de flavonoides y de
antocianinas de los frutos de plantas de
tomatillo sometidas a estrés salino y de
plantas control. Diferencias significativas
se pueden apreciar entre los contenidos de
ambos compuestos en los frutos
provenientes de los diferentes
tratamientos, siendo mayor el contenido
en los frutos sometidos a la mas alta
concentracion de NaCl evaluada. Sin
embargo, mientras que el contenido de
flavonoides disminuyé en la
concentracion de 90 mM de NaCl, con
respecto al control, antes de aumentar a la
concentracion salina de 120 mM, el
aumento de la concentracion de
antocianinas fue progresiva de acuerdo al
incremento de la concentracion de la
solucion salina adicionada. La
concentracion de flavonoides a la
concentracion de 120 mM de NaCl con
respecto al control se increment6 en 1.16
veces, mientras que la de antocianinas en
1.46 veces.
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Cuadro 1. Efecto de dos diferentes concentraciones de NaCl, durante 15 dias, en el
contenido de flavonoides y antocianinas de frutos de tomatillo (Physalis ixocarpa var.

Rendidora).
) Flavonoides Antocianinas
Tratamiento
(mg EQ/g ES) (Mg/g ES)
Control 1.46+0.03b 1.50+0.42c
90 mM 0.49+0.02c 1.8+0.43b
120 mM 1.70+0.032 2.2+0.342

Letras diferentes dentro de una misma columna representan diferencias significativas (p<0.05).

EQ: Equivalentes de quercetina; ES: Extracto seco.

Varios autores han reportado que
aumentos en el nivel de estrés salino
provoca aumentos en la acumulacion de
flavonoides (Chutipaijit et al., 2009; Minh
et al., 2016). Sin embargo, también
existen reportes que informan sobre un
efecto contrario del estrés salino en la
acumulacion de estos  compuestos
(Telesinski et al., 2008). Las diferentes
respuestas de las plantas pueden depender
de la susceptibilidad de éstas al estrés
salino (Walia et al., 2005). Los resultados
de la Tabla 1 sugieren que en Physalis
ixocarpa la acumulacion de flavonoides y
antocianinas puede ser un mecanismo
quimico  importante  para  tolerar
condiciones de salinidad.

Capacidad inhibidora de a-glucosidasa y
de a-amilasa

Los valores del porcentaje de
inhibicion de la actividad de a-
glucosidasa de diferentes concentraciones
de extractos de tomatillo crecido en y sin
estrés salino se presentan en el Cuadro 2;
en ella se puede apreciar que la capacidad
de inhibicion de esta enzima incrementd
con el incremento de la concentracion del
extracto, de 120 a 200 mg/mL, en 2.78
veces sin estrés salino y en 12.6 veces en
frutos que sufrieron el estrés salino de
120 mM de NaCl. A 200 mg/mL, el
potencial inhibidor de a-glucosidasa de
los frutos de plantas crecidas en 120 mM
de NaCl fue 2.89 veces mas alto que el de
las plantas control.

Cuadro 2. Inhibicion (%) de la actividad de a-glucosidasa de tomatillo (Physalis ixocarpa)
sometido a diferentes concentraciones de NaCl (mM).

Concentracion de extracto 90 120
(mg/mL)
200 25.87+3.36a ND 75.02+0.071a
180 21.14+3.21b ND 59.68+0.070b
160 16.74+0.04c ND 30.81+0.09c¢
140 10.58+0.11d ND 12.04+0.074d
120 9.29+0.12d ND 5.91+0.10e

Letras diferentes dentro de una misma columna representan diferencias significativas (p<0.05). ND: No

detectada.
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En el Cuadro 3 se muestran los estrés salino fue mas bajo que el potencial
valores de ICso de la actividad inhibidora de la acarbosa (7.56 mg/mL). A pesar de
de a-glucosidasa de los frutos de Physalis ello, el consumo de frutos de tomatillo de
ixocarpa, en la que se aprecia el plantas crecidas en 120 mM de NaCl
incremento de la actividad (reduccién del pueden tener un efecto benéfico para el
valor 1Cs0) en los tomatillos de plantas control de la hiperglicemia, ya que la
crecidas en 120 mM de NaCl. Es acarbosa, que ha sido utilizada
sobresaliente el hecho de que el clinicamente para el tratamiento de
incremento en el potencial inhibidor de la diabetes (Sun y Miao, 2020), tiene efectos
actividad de a-glucosidasa de tomatillo gastrointestinales y hepaticos secundarios
sometido a estrés salino fue coincidente (Asgar, 2013; Vinayagam et al., 2016).
principalmente con los cambios de Los frutos de tomatillo de plantas del
concentracion de los flavonoides (Cuadro tratamiento  control no  mostraron
1). Sin embargo, la actividad inhibidora actividad inhibidora de a-amilasa, ni el
de la a-glucosidasa, del extracto de los estrés salino estimuld algun potencial de
frutos de Physalis ixocarpa sometidos a inhibicidn de esta enzima.

Cuadro 3. Concentracion inhibidora del 50% (ICso) (mg/mL) de la actividad de a-
glucosidasa de tomatillo (Physalis ixocarpa) sometidos a diferentes concentraciones de
NaCl (mM).

Muestra 0 90 120

Tomatillo > 200 ND 175.65+0.41

ND: No detectada.

PCA

Los resultados del andlisis de Rosmarinus oficinales (Del Bafio et al.,
PCA, basado en las determinaciones del 2003) y Physalis angulata (Cobaleda-
contenido de flavonoides, de Velasco et al., 2017). La discriminacion
antocianinas, y de ICsp de inhibicion de a- de los frutos de tomatillo sometidos a
glucosidasa se muestran en la Figura 1. condiciones diferentes de salinidad,
Dos componentes principales explicaron basada en los contenidos de flavonoides y
el 99% de la varianza total, siendo el antocianinas, y en el potencial inhibidor
contenido de flavonoides (PC1) el factor de a-glucosidasa, obtenidos en el presente
principal, que explico6 el 66%. La trabajo, indica que esos pardmetros
composicion fendlica ha sido propuesta representan  una  herramienta  de
como herramienta de control de calidad tipificacion y de calidad con relacién a las
respecto a estados del desarrollo para condiciones de crecimiento para los frutos
algunas especies de plantas, como de P. ixocarpa.

©-CUCBA ENERO-JUNIO/ANO 7/2020/NUMERO 13/21-29 26



IMELDA ROSAS-MEDINAET AL

90 mM

Antocianinas

0.8 120 mM

0.4+

Component 2

0.4

0.4 0.8 R 1.6

0.49 1c50

Component 1

Figura 1. Resultado de un analisis de componentes principales, basado en el contenido de
flavonoides, de antocianinas, y de 1Cso de frutos de tomatillo (Physalis ixocapa) de plantas
crecidas a diferentes concentraciones de NaCl (0, 90, 0 120 mM).

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el
presente trabajo, permitieron evidenciar el
incremento  en el contenido de
flavonoides y antocianinas de plantas
sometidas a crecimiento en una
concentracion considerable de sal (120
mM). De la misma manera se obtuvo
mayor potencial inhibidor de la enzima a-
glucosidasa. Esta informacién podria
utilizarse para la produccion de sustancias
que coadyuven en el tratamiento de
enfermedades como la  diabetes,
potenciando el efecto de tratamientos que
involucran también otras enfermedades.
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