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RESUMEN

Las dislipidemias son un problema de salud publica en México. Los farmacos utilizados en
el tratamiento de dislipidemias provocan efectos indeseados. Por ello se buscan alternativas como
el uso de plantas medicinales, que han demostrado sus efectos por el contenido y accion de
antioxidantes. Phoradendron brachystachyum es utilizada etnobotanicamente en infusiones, y se
ha estudiado su contenido de antioxidantes y su capacidad inhibitoria de la enzima lipasa in vitro.
Este estudio tuvo como objetivo caracterizar el contenido de antioxidantes en infusiones de hoja,
tallo y parte aérea (PA) (combinacién de hoja y tallo) de P. brachystachyum por medio de Folin-
Ciocalteu, flavonoides totales, taninos totales (TT), taninos condensados (TC) y taninos
hidrolizables (TH), su capacidad antioxidante por los métodos ABTS y ORAC, identificacion y
cuantificacion de compuestos por cromatografia liquida de ultra-alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas (UPLC-MS), y el potencial inhibitorio de enzima lipasa. Se incluyeron
ensayos de bioaccesibilidad evaluando infusiones sin digerir (ISD), infusiones digeridas en fase
gastrica (IFG) e infusiones digeridas en fase intestinal (IFI). La mayor capacidad antioxidantes por
ABTS y ORAC en ISD se encontr6 en hoja (40.75 uM ET/mL y 902.71 uM ET/mL,
respectivamente), la mejor mantenencia de inhibicién de ABTS se observo en PA (35.75%),
mientras que en ORAC fue en tallo (27.53%). EI mayor contenido de fenoles totales se encuentra
en la ISD de PA (731.87 mg EAG/g) y la mayor bioaccesibilidad se registré en PA (4.43%) y tallo
(4.73%). El mayor contenido de flavonoides se encontré en hoja (4.52 mg EQ/g) y en PA (4.76 mg
EQ/g) y la mejor bioaccesibilidad se mantuvo en tallo (114.37%). La mayor proporciéon de TT se
encuentra en PA (651.34 mg EC/g) y la mayor bioaccesibilidad se observo en tallo (5.45%). La
ISD de PA es abundante en TC (287.14 mg EC/qg), pero la mayor bioaccesibilidad se encuentra en
hoja (4.17%). La mayor proporcién de TH se encuentra en hoja (413.45 mg EC/g), pero es mas
bioaccesible en PA (7.31%). La mejor capacidad inhibitoria de lipasa fue en ISD de tallo (70.80%)
y se incremento significativamente en IFI (78.49%). Cromatograficamente se identificé al acido
ferulico y al &cido quinico como los acidos fendlicos mas abundantes en las tres infusiones. Debido
a la naturaleza polar y predominancia de los compuestos fendlicos en los extractos de P.
brachystachyum, estos resultados muestran una posible relacion del potencial de dichos

metabolitos con la inhibicion de la enzima lipasa.
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Palabras clave: Muérdago, dislipidemias, bioaccesibilidad, lipasa, Phoradendron
brachystachyum
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ABSTRACT

Dyslipidemias are a public health problem in Mexico. Drugs used to treat dyslipidemias
cause undesired effects. For this reason, alternatives such as the use of medicinal plants are sought,
which have shown their effects due to the content and action of antioxidants. Phoradendron
brachystachyum is used ethnobotanically in infusions, and its antioxidant content and its inhibitory
capacity of the lipase enzyme in vitro have been studied. This study aimed to characterize the
antioxidant content in infusions of leaf, stem and aerial part (PA) (combination of leaf and stem)
of P. brachystachyum by means of Folin-Ciocalteu, total flavonoids, total tannins (TT), tannins
condensates (TC) and hydrolyzable tannins (TH), their antioxidant capacity by ABTS and ORAC
methods, identification and quantification of compounds by ultra-high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-MS), and the inhibitory potential of lipase
enzyme. Bioaccessibility tests were included evaluating undigested infusions (ISD), gastric phase
digested infusions (IFG) and intestinal phase digested infusions (IFI). The highest antioxidant
capacity by ABTS and ORAC in ISD was found in leaf (40.75 uM ET/mL and 902.71 uM ET/mL,
respectively), the best maintenance of ABTS inhibition was observed in PA (35.75%), while in
ORAC it was on stem (27.53%). The highest content of total phenols is found in the ISD of PA
(731.87 mg EAG/g) and the highest bioaccessibility was registered in PA (4.43%) and stem
(4.73%). The highest content of flavonoids was found in the leaf (4.52 mg EQ/g) and in PA (4.76
mg EQ/g) and the best bioaccessibility was maintained in the stem (114.37%). The highest
proportion of TT is found in PA (651.34 mg EC/g) and the highest bioaccessibility was observed
in the stem (5.45%). The PA ISD is abundant in TC (287.14 mg EC/g), but the highest
bioaccessibility is found in leaves (4.17%). The highest proportion of TH is found in leaves (413.45
mg EC/g), but it is more bioaccessible in PA (7.31%). The best lipase inhibitory capacity was in
stem ISD (70.80%) and it was significantly increased in IFI (78.49%). Chromatographically, ferulic
acid and quinic acid were identified as the most abundant phenolic acids in the three infusions. Due
to the polar nature and predominance of phenolic compounds in P. brachystachyum extracts, these
results show a possible relationship of the potential of these metabolites with the inhibition of the

lipase enzyme.

Keywords: Mistletoe, dyslipidemias, bioaccessibility, lipase, Phoradendron brachystachyum
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1. INTRODUCCION

Las dislipidemias en México representan un problema grave en la salud publica, estas se

caracterizan por un descontrol de lipidos y lipoproteinas en sangre (SSA, 2012). De acuerdo a un

reporte del Observatorio Mexicano de Enfermedades No Transmisibles (OMENT) en el 2018, las
primeras tres causas de muerte en el pais fueron las enfermedades cardiovasculares, la diabetes

mellitus, y tumores malignos, todas relacionadas con las dislipidemias(Escribano Hernandez et al.,

2010). Entre los tratamientos farmacéuticos mas populares contra las dislipidemias, se destaca el

farmaco orlistat el cual actta inhibiendo la enzima lipasa pancreéatica (Thearle et al., 2003). Sin
embargo, su utilizacion presenta efectos no deseados, como la disminucién en la absorcion de
vitamina E, alteraciones gastrointestinales como el tenesmo rectal o dolor abdominal, y riesgo de

colelitiasis (G. Cuatrecasas, 2000). Por ello se buscan nuevas alternativas a este tratamiento.

Entre las alternativas mas investigadas se encuentran los antioxidantes de origen natural, que son
sustancias que cuando estan presentes en una baja concentracion comparado con un sustrato

oxidante, en un determinado medio, inhibe la oxidacion del sustrato (Granato et al., 2018). Existen

diversas investigaciones que indican que fitoquimicos de diversas matrices alimentarias tienen la
capacidad de inhibir la lipasa pancreatica o directamente mejorando el perfil lipidico en estudios
in vivo. Entre estas matrices de fitoquimicos se encuentran los muérdagos como Phoradendron
reichenbachianum, el cual es rico en compuestos bioactivos y ha demostrado mejorar el perfil

lipidico en ratas (Ramirez-Espinosa et al., 2013; Rios et al., 2012). Toji o Phoradendron

brachystachyum, es otro muérdago con alto contenido en fitoquimicos, que ha mostrado capacidad
inhibitoria de lipasa pancreatica. Sin embargo, no existen estudios que comprueben la
bioaccesibilidad de sus compuestos fitoquimicos. Estos estudios son relevantes pues los
compuestos fitoquimicos al ser consumidos pueden transformarse, disminuir su concentraciéon y

perder su bioactividad (Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Por lo tanto, el objetivo de esta

investigacion es evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fitoquimicos de P. brachystachyum
utilizando un sistema modelo del tracto gastrointestinal, simulando la digestion en boca, estbmago
e intestino delgado, y cdmo este proceso afecta a su potencial inhibitorio de la enzima lipasa

pancreatica in vitro.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Dislipidemias

Las dislipidemias pueden definirse como “un conjunto de enfermedades asintomaticas, con el
comun etioldgico de concentraciones anormales de lipidos y lipoproteinas sanguineas referidas a
variaciones genéticas o secundarias a factores del estilo de vida”. Los marcadores bioquimicos que
deben ser controlados son: colesterol total <200mg/dL, triacilglicéridos <150mg/dL, HDL
>40mg/dL, LDL <100mg/dL y colesterol-no-HDL <130mg/dL (SSA, 2012). Los niveles

descontrolados de lipidos en sangre se relacionan con alteraciones metabdlicas como la diabetes

mellitus tipo Il, riesgo cardiovascular, ateroesclerosis, sindrome metabolico, enfermedad
coronaria, cancer, entre otras (Escribano Hernandez et al., 2010; Galvis-Pérez, 2013; Gamboa
Aboado et al., 2002).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), realizada en México en el 2018, arrojé

cifras alarmantes sobre enfermedades relacionadas con las dislipidemias. Existen alrededor de 8.6
millones de personas, de 20 afios 0 mayores, diagnosticadas con diabetes y 15.2 millones con
diagnostico de hipertension. Ademas, el 19.5% de los mexicanos de 20 afios 0 mas reportaron tener
parametros de colesterol y triglicéridos altos, y se estima que el 47.7% los desconoce. También se
dieron a conocer datos sobre el sobrepeso y obesidad: el 8.2% de la poblacion de 0 a 4 afios present6
sobrepeso. El 18.1% de los nifios de 5 a 11 afios fueron diagnosticados con sobrepeso, mientras
que el 17.5% con obesidad. De los jovenes de 12 a 19 afios, el 14.6% tiene obesidad y el 23.8%
sobrepeso, en adultos de 20 afios 0 mas, el 39.1% tiene sobrepeso y 36.1% obesidad.
Adicionalmente, segun el Observatorio Mexicano de Enfermedades No Transmisibles (OMENT)
en el 2018 las primeras tres causas de muerte en el pais son las enfermedades del corazén, la

diabetes mellitus, y tumores malignos.
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2.1.1. Tratamientos Farmacoldgicos de Dislipidemias y sus Efectos Adversos

En el tratamiento convencional de la obesidad uno de los farmacos cominmente administrados es

el orlistat, el cual, inhibe la lipasa pancreéatica (Thearle et al., 2003), mejorando asi el perfil lipidico,

disminuyendo los niveles de c-LDL, ayudando a la disminucion de peso y mejorando la presion
arterial. EI mecanismo de accion de orlistat se lleva a cabo en la cavidad gastrica y el lumen
intestinal, con la formacion de enlaces covalentes en el sitio activo de la lipasa gastrica y

pancredtica inhibiendo su accién sobre los triglicéridos (Figura 1) (Lisney et al., 2007). Sin

embargo, el uso de este farmaco conlleva a efectos adversos no deseados, como la disminucién en

la absorcion de vitamina E, alteraciones gastrointestinales como el tenesmo rectal o dolor

abdominal, riesgo de colelitiasis e insuficiencia hepatica (Alarcon-Sotelo et al., 2018; G.

Cuatrecasas, 2000). Ademas, el uso prolongado de orlistat forma complejos de calcio y &cidos

grasos libres en el intestino, se crea un estado de hiperoxaluria entérica que aumenta la absorcion
de oxalato en el colon, lo que provoca la formacion de cristales de oxalato y nefropatia aguda
(Singh et al., 2007).

Las estatinas son otro grupo de medicamentos utilizados para el mejoramiento de la hiperlipidemia.

Estudios previos han encontrado que existen algunos casos donde el tratamiento con estatinas

genera miopatia, diabetes o ataques hemorragicos (Hashi et al., 2018). Por ello se han buscado

alternativas que mejoren el perfil lipidico sin los efectos secundarios adversos de los farmacos.
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Figura 1. Mecanismo de accion del orlistat (Lisney et al., 2007)

2.2. Fitoquimicos

Entre las alternativas mas investigadas para el mejoramiento de las dislipidemias se encuentra la
de los antioxidantes naturales, que se definen como sustancias que, cuando estan presentes en una
baja concentracién comparado con un sustrato oxidante, en un determinado medio, inhibe la

oxidacion del sustrato (Granato et al., 2018). Los fitoquimicos provienen del metabolismo

secundario de las plantas, tanto de la ruta del acido shikimico/fenilpropanoides como de la ruta del
acetato/malonato (Quideau et al., 2011). En plantas, los compuestos fitoquimicos tienen funciones

de pigmentacion, proteccién contra microorganismos y depredadores, proteccion ante estrés

bidtico y saborizante (Ghasemzadeh et al., 2011). Existe una gran variedad de compuestos

bioactivos, es por ello que estos se pueden agrupar de acuerdo a sus caracteristicas, tanto
estructurales como de origen, en terpenoides, alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides,

taninos y glicosidos (Kabera, 2014).
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2.2.1. Actividad Inhibitoria de Lipasa Pancreatica de Compuestos Bioactivos

Distintas investigaciones han reportado que los compuestos bioactivos contenidos en frutas o
hierbas tienen actividad inhibitoria de la enzima lipasa pancreatica. Por ejemplo, Morus alba es un
arbol silvestre que se encuentra en Asia, es comunmente utilizado en la medicina popular coreana
para tratar la diabetes, alta presion sanguinea y la dislipidemia. El analisis de composicion de las
hojas de esta planta identificd que contiene diez flavonoides, ocho benzofuranos, una chalcona y
un estilbeno. Los autores sugieren que mediante la extraccién optimizada de contenido de fenoles
totales a 26.5 pg/g equivalentes de acido galico (EAG) se obtuvo el 58.5% de inhibicion de la

enzima lipasa pancreatica in vitro (Jeong et al., 2015). Camellia japonica L. es otra planta utilizada

ampliamente en la medicina popular coreana. Un andlisis realizado con las hojas de Camellia
japonica, fermentadas con Nuruk y comparaciones de extracciones con metanol y etanol, se
identifico que el contenido de los compuestos mayoritarios fue polifenoles totales en extraccion
con etanol. Sin embargo, en el analisis in vitro de la inhibicion de la enzima lipasa pancreatica, el
extracto con metanol tuvo un rendimiento significativamente mayor (ICso = 0.308 mg/mL) que la
extracto con etanol (ICso = 0.397 mg/mL). los resultados obtenidos fueron menores al comparar
con un control positivo hesperidina (IC50 de 0.032 mg/mL) (Moon et al., 2018).

En otro estudio, se analizaron las semillas de quinoa como una fuente de antioxidantes ligados con
capacidad inhibitoria de la enzima lipasa pancreatica in vitro. Para ello llevd a cabo una
comparacion de tres distintos tipos de quinoa (blanca, roja y negra), de donde se extrajeron sus
componentes por medio de hidrolisis &cida, alcalina y enzimética. Se identificaron 19 distintos
compuestos bioactivos, en su mayoria 4cidos fenodlicos y flavonoides como acidos
hidroxicinamicos y &cidos benzoicos. La prueba in vitro para la inhibicion de lipasa pancreatica,
demostro que los extractos derivados de hidrolisis alcalina son capaces inhibir a la enzima. Sin
embargo, la cantidad necesaria de extracto (>200 pg/mL) para la ICso €s asi que orlistat obtuvo

mejores resultados (1.14 ng/mL) (Tang et al., 2016).

En otro caso, en el fruto de chile jalapefio se realiz6 estudio comparativo entre compuestos
fenolicos de un extracto del mismo contra compuestos individuales presentes en el extracto de chile
jalapefio (acido p-cumarico, acido cafeico, quercetina y capsaicina) sobre la inhibicion de lipasa

pancreatica. Los resultados indican que la quercetina tuvo el mejor resultado, muy similar al orlistat
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(que se utilizd6 como control positivo). Los acidos fenolicos tuvieron una actividad inhibitoria
moderada, mientras que la capsaicina y el extracto de chile jalapefio mostraron la inhibicion méas

baja (Martinez-Gonzalez et al., 2017). Los resultados de este estudio pueden dar una perspectiva

sobre que no siempre existe un efecto sinérgico en un extracto con varios compuestos bioactivos.

Otro fruto que se destaca por su investigacion sobre inhibicion de lipasa pancreética es el
proveniente de Averrhoa carambola L., conocido popularmente como “fruto estrella”, es cultivado
en el sureste asiatico, China e India y es rico en compuestos fenolicos. En el 2017 se aislaron 11
compuestos de tipo no-flavonoide del fruto. Al someterlos a pruebas de inhibicion de lipasa

pancredtica, obtuvieron que era inhibida solo por los compuestos 1-O-feruloil-B-D-glucosay (+) —

criptosporina (con 101.2 uM y 114.5 uM, respectivamente) (Xuchao Jia et al., 2017). En el 2018,
otro estudio desarrollado por el mismo grupo de investigadores en fruto estrella, evaluaron el
contenido de flavonoides y su identificacion. Los resultados mostraron 13 diferentes flavonoides
de los cuales se menciona que los compuestos (+)-epicatequina (96.4 uM), pinobanksin 3-O-B-D-
glucdésido (92.1 uM), isorhamnetin 3-O-rutindsido (78.7 uM) y carambolasides O-Q (93.6 uM)

exhibieron una leve inhibicion de la enzima lipasa pancreética (X. Jia et al., 2018).

2.3. Muérdago (Phoradendron brachystachyum)

Entre las diferentes matrices vegetales con potencial inhibitorio de la enzima lipasa se encuentran
los muérdagos. Los muérdagos son plantas parasitas o hemiparasitarias que se unen al tallo de los
arboles, compiten por agua y nutrimentos e impiden su desarrollo. Cuando son abundantes sobre

el arbol, pueden provocar la muerte del mismo (Alvarado RD, 2005). La especie P.

brachystachyum, cominmente conocida como “toji”, es un muérdago perteneciente a la familia
Santalaceae. Este se encuentra ampliamente distribuida en todo México, tanto en zonas urbanas

como silvestres (Lopez-Martinez et al., 2013).

El género Phoradendron ha sido ampliamente utilizado de manera etnobotanica en forma de
infusiones. Existen reportes de que se ha utilizado para curar el dolor de estbmago y trastornos
digestivos como la diarrea, diabetes, hipertension, cancer y como inmunomodulador (Andrade
Cetto et al., 2005).
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2.3.1. Fitoquimicos de Muérdagos

Respecto a sus fitoquimicos, P. brachystachyum ha sido poco estudiado. Sin embargo, existen
andlisis que han demostrado su riqueza y variedad en compuestos bioactivos.
Montoya-Inzunza (2020), en nuestro equipo de trabajo, realiz6 ensayos de tamizaje fitoquimico

sobre extractos de toji y estos identificaron como compuestos mayoritarios en extractos hidrofilicos
a los taninos, flavonoides y cumarinas (Cuadro 1). En el mismo ensayo, se encontraron terpenos y

saponinas en concentraciones bajas en extractos acuosos, tanto en hoja como en tallo.

Cuadro 1. Compuestos mayoritarios en tamizaje fitoquimico de hoja y tallo de P. brachystachyum

Constituyente Extracto Prueba/ P. brachystachyum P. brachystachyum
Reactivo Hoja Tallo
Hexano - -
Taninos Metanol  Cloruro férrico +++ +++
Agua +++ +++
Hexano + -
Flavonoides Metanol  Shinoda + +
Agua ++ ++
Hexano + +
Cumarinas Metanol  Baljet +++ +++
Agua ++ ++

Adaptado de Montoya-Inzunza (2020)

Un analisis quimico de un extracto de acetona de P. brachystachyum identificd 20 diferentes
compuestos fitoquimicos (Cuadro 2), entre ellos se encontraron 12 triterpenos, dos hidrocarburos

lineales, cuatro esteroles y dos flavonoides (Lopez-Martinez et al., 2013). Phoradendron

reichenbachianum es otro muérdago del mismo género, que ha sido analizado en cuanto a su
contenido de compuestos fitoquimicos. En su contenido destaca el &cido ursélico, acido mordénico,
acido morolico y acido oleandlico, los cuales también se han identificado en P. brachystachyum.
Del acido oleandlico, encontrado en el género Phoradendron, se ha destacado su actividad anti-

hiperlipidemica y anti-ateroesclerotica (Rios et al., 2012; Somova et al., 2003). Por otro lado, un

estudio realizado en ratas diabéticas utilizando acidos morénico y morélico como tratamiento en
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dosis de 50 mg/kg por 10 dias mostré una reduccion significativa de valores plasméticos de
colesterol total y triglicéridos, similar a la basal de un grupo de ratas normales (Ramirez-Espinosa

et al., 2013). En nuestro grupo de investigacion se han realizado ensayos in vitro con extractos
metanolicos de P. brachystachyum sobre la actividad de lipasa pancreatica. En estas pruebas se
encontrd que la mayor inhibicién fue la ejercida por los extractos metanolicos de hoja con un ICso
de 153.45 pg/mL, seguida de tallo (276.61 pug/mL) y la menor inhibicién se encontré en una
combinacion de hoja y tallo denominada como “completa” con un ICso de 332.81 pug/mL (Montoya-

Inzunza, 2020).

Cuadro 2. Compuestos fitogquimicos encontrados en extracto de acetona de P. brachystachyum
Grupo Compuesto

a-amirina

B-amirina

Aldehido oleandlico

Acido oleandlico

Acido mordnico

Acido morélico

Lupeol

Lupenona

Betulina aldehido

Betulon aldehido

Acido betulinico

Acido betul6nico

Escualeno

Triacontanol

Linoleato de B-sitosterilo

Linoleato de estigmasterilo

Triterpenos

Hidrocarburos lineales

Esteroles Estigmasterol
p-sitosterol
_ A in
Flavonoides e

Acacetina 7-metil éter
Adaptado de Lopez-Martinez et al. (2013)

2.4. Biodisponibilidad de Fitoquimicos
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En general, para que los compuestos ejerzan su efecto bioactivo en el cuerpo, es necesario que sean
bioaccesibles y/o estén biodisponibles. La bioaccesibilidad se define como la cantidad de cualquier
componente alimenticio que esté presente de manera legible en el intestino, como consecuencia de

su liberacion de la matriz sélida y que pueda atravesar la barrera intestinal (Palafox-Carlos et al.,

2011). Por otro lado, la biodisponibilidad se define como la proporcion y velocidad de compuestos
bioaccesibles que se absorben y entran en el torrente sanguineo, para que puedan distribuirse y

metabolizarse o almacenarse dentro de los 6rganos del cuerpo (D'Archivio et al., 2010). Los

ensayos de bioaccesibilidad se realizan tanto in vivo como in vitro, mientras que los de
biodisponibilidad solo se realizan in vivo. Entre estos dos tipos de ensayos existe buena correlacién
(Brodkorb et al., 2019).

Los compuestos bioactivos pueden sufrir cambios en su paso por el tracto gastrointestinal y es

necesario realizar ensayos que ayuden al andlisis de la transformacion de los mismos, pues esto
puede afectar tanto su estructura quimica como su funcionalidad y por lo tanto su efecto en la salud

(Goderska et al., 2008). El proceso digestivo comienza con la masticacién en la boca y termina con

la excrecion en heces y orina, e involucra hidrélisis &cida, transporte a traves del epitelio intestinal,
catabolismo microbiano, transformacion de fase Il y deposicion en los tejidos durante el viaje de
los compuestos bioactivos después del consumo (Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Tanto para el

estudio de la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad se han desarrollado estrategias experimentales.
En el caso de este proyecto, el ensayo de bioaccesibilidad utilizado fue el propuesto por
INFOGEST, el cual es un protocolo estandarizado a nivel internacional, disefiado para poder
comparar adecuadamente los resultados mundialmente (Brodkorb et al., 2019).

2.4.1. Bioaccesibilidad de Compuestos Fitoquimicos en P. brachystachyum

Actualmente no existen estudios especificos sobre la bioaccesibilidad o biodisponibilidad de
compuestos fitoquimicos de P. brachystachyum, ni de alguna otra especie de muérdago. Sin
embargo, existen algunos estudios sobre otras plantas y frutos que comparten similitudes con los

fitoquimicos de esta especie. Tal es el caso de un extracto por vapor de hojas de Morus alba, el

21



cual es rico en &cido cafeoilquinico y quercetina; estos compuestos, después de una digestion in
vitro, demuestran mantener su bioaccesibilidad en un 68.39% y 30.07%, respectivamente (Yu et
al., 2019). Por otro lado, el chiltepin rojo (Capsicum annuum L. var. glabriusculum), el cual se
encuentra ampliamente distribuido por todo México, es rico en compuestos fitoquimicos y que al
igual que Morus alba comparte en comdn la presencia de quercetina. Un extracto de metanol/agua
del fruto de chiltepin rojo mostrd que al ser sometido a una digestion in vitro disminuia su contenido

de quercetina al 18.97% (Ovando-Martinez et al., 2018). La diferencia en la bioaccesibilidad del

mismo compuesto en las diferentes plantas puede deberse a la matriz alimentaria, los cambios en

el método de extraccion, asi como el solvente utilizado.
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3. HIPOTESIS

La bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y la capacidad inhibitoria de lipasa
pancredtica de las infusiones de toji disminuye durante un proceso de digestion gastrointestinal in

vitro.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la bioaccesibilidad y la capacidad inhibitoria de lipasa pancreatica de compuestos fenolicos

de infusiones de P. brachystachyum por medio de una digestion simulada in vitro.

4.2. Objetivos Especificos

1.- Evaluar el contenido de compuestos fendlicos, taninos, y flavonoides totales de las infusiones

de P. brachystachyum antes y después de un proceso de digestion in vitro.

2.- Evaluar la capacidad antioxidante de infusiones de P. brachystachyum a través de un proceso
de digestion in vitro.

3.-Evaluar la capacidad de inhibicion de lipasa de las infusiones de P. brachystachyum antes y

después de un proceso de digestion in vitro

4.- Evaluar el efecto de la digestion in vitro sobre el contenido de los compuestos fendlicos en

infusiones de P. brachystachyum mediante UPLC-MS
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Vegetal

La muestra de P. brachystachyum fue recolectada en Guamdchil, Sinaloa, México (coordenadas:
N 25° 44’ 42 W” 108 °05’ 22 ”); el muérdago fue encontrado parasitando arboles de mezquite
(Prosopis juliflora). Las plantas de muérdago y mesquite fueron identificadas en el herbario Jesus
Gonzales Ortega de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa, y fueron
identificadas bajo las siguientes claves FA-UAS-022352 y FA-UAS-013284, respectivamente. Las
partes de la planta fueron separadas en tallo, hoja y una combinacion de hoja y tallo que se define
como “parte aérea”. Posteriormente se lavaron en agua clorada a 50 ppm y se dejaron secar a 40°C
durante 48 h. Se recuperaron las muestras secas y se molieron de manera separada tallo, hoja y
parte aérea en un molino de café marca Turf hasta obtener harinas, asi mismo fueron pasadas a
través de un tamiz de 600 um para obtener harina mas fina. Posteriormente, las harinas fueron
colocadas en bolsas herméticas de plastico y se sellaron en bolsas de celofan para evitar que se
humedecieran. Se tomaron 10 tallos con hojas, se pesaron y se midieron para obtener la proporcion
de hoja y tallo de la parte aérea, la cual, en este muestreo, resulté estar compuesta por el 71% de
hoja y el 29% de tallo.

5.2. Preparacion de Infusiones de P. brachystachyum

Para obtener los extractos se prepard una infusion, siguiendo el método reportado por Chen et al.
(2015) con modificaciones. Se agregaron 50 mL de agua destilada por cada 1 g de harina de P.
brachystahcyum, para posteriormente homogenizar en una placa de agitacién orbital a 80 rpm por
2 h a temperatura ambiente. Después, las muestras se colocaron a bafio maria a 60 °C por 20 min.
La mezcla se enfrio a temperatura ambiente, se centrifugo a 3000 rpm por 10 min y por ultimo se

recupero el sobrenadante.
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5.3. Ensayos de Capacidad Antioxidante

5.3.1. Ensayo de Capacidad Antioxidante en Equivalentes de Trolox (TEAC)

Este ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia de Thaipong et al. (2006) con modificaciones.

El reactivo 2,2'-azinobis[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato] (ABTS™) fue disuelto en agua destilada
a una concentracion de 7.4 mM (solucién madre). El radical ABTS™ se produjo mezclando la
solucién madre de ABTS™ con persulfato de potasio 2.6 mM (1:1 v/v) e incubando la mezcla en
oscuridad a temperatura ambiente por 12-16 h antes de su uso. La solucién con el radical fue diluida
en metanol hasta obtener una absorbancia de 0.70 + 0.05 a 734 nm. Para el ensayo se mezclaron
10 pL de extracto con 190 pL de la solucién de reaccién en una microplaca, colocandose en
incubacidon en oscuridad durante 30 min, la absorbancia se ley6 en un lector de microplacas a 734
nm. Se obtuvo el porcentaje de inhibicion de cada concentracion con la férmula:

Inhibicion del radical ABTS = ((Absorbancia del blanco-Absorbancia del extracto) / (Absorbancia
del blanco)) *100.

5.3.2. Ensayo de Capacidad de Absorcién de Radicales de Oxigeno (ORAC)

La capacidad antioxidante de los extractos se evalud utilizando el ensayo ORAC de acuerdo a la

metodologia propuesta por Huang et al. (2002) que se basa en la disminucidon de fluorescencia de

la fluoresceina inducida por el generador de radicales peroxil, 2,2'-azobis, 2-amidino-propano
dihidrocloro (AAPH). Se tomo una alicuota de 25 pL de cada extracto diluido con un buffer de
fosfatos 75 mM (pH 7.4), 25 uL de una curva estandar de Trolox (6.25, 25, 50, 75, 100 y 125
uL/mL) y fueron depositados en una microplaca de poliestireno de 96 pozos con paredes oscuras
y fondo plano claro. Después, la placa se introdujo en el lector de microplacas a una temperatura
de incubacion de 37 °C, el cual dispenso 200 uL de fluoresceina 0.96 uM y 75 uL de 2,2'-azobis,
2-amidino-propano dihidrocloro (AAPH) 95.8 uM. La fluorescencia se leyd por 70 min con
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intervalos de 70 s a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 580 nm. Los
calculos se realizaron utilizando la ecuacion de regresion lineal de la curva estandar de Trolox y el
area bajo la curva de la pérdida de fluoresceina. Los resultados son expresados en uM equivalentes

de Trolox por mL de muestra (uM TE/mL).

5.4. Ensayos de Caracterizacion de Compuestos Fitoquimicos

5.4.1. Determinacion del Contenido de Fendlicos Totales

El contenido de fendlicos totales de los extractos de toji se determind por el método de Folin-
Ciocalteu. Se mezclaron 10 pL. de muestra con 230 pL de agua destilada y 10 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu 2N en una microplaca de 96 pozos, para incubarse por 3 min a temperatura
ambiente. Después se afiadieron 25 pL. de Na2COsy se colocaron en incubacion durante 2 h en
oscuridad. La absorbancia fue leida a 725 nm en un lector de microplacas EPOCH Bio-tek. La
cuantificacion de fendlicos totales se llevo a cabo mediante una curva de acido gélico (0, 0.05, 0.1,
0.2, 0.25, 0.3, 0.35y 0.4 mg EAG/mL) y los resultados se expresan en mg equivalentes de acido

galico por mL de infusion (mg EAG/mL infusién).

5.4.2. Determinacion del Contenido de Flavonoides Totales

En una microplaca se mezclaron 10ulL de muestra con 250 puL de agua destilada, 10 pL de AICI3
(10% p/v) y 10 pL de acetato de potasio 1 M. Las soluciones se mantuvieron en incubacion durante
30 min en oscuridad, y la absorbancia se leyd en un lector de microplacas EPOCH Biotek a 415
nm. La cuantificacion de flavonoides totales se hizo utilizando una curva estandar de quercetina
(0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35 y 0.4 mg EQ/mL) y los resultados se expresan como mg
equivalentes de quercetina por mL de infusion (mg EQ/mL infusién).
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5.4.3. Extraccion y Cuantificacion de Taninos

Para la extraccion de taninos se pesaron 100 mg de PVPP en un tubo Eppendorf para afiadir 1 mL
de agua destilada y 1 mL de muestra de P. brachystachyum. La mezcla se someti6 a VVortex para
homogenizar y se incubo en refrigeracion (4°C) durante 15 min. Se centrifugd a 3500 rpm a 4°C
durante 5 min, y posteriormente se recuperd el sobrenadante para determinar el contenido de

compuestos fenolicos (compuestos no-taninos) con el ensayo de Folin-Ciocalteu.

5.4.4. Taninos Totales

La cuantificacion de taninos totales (TT) se obtuvo por diferencia, con el valor de compuestos
fenolicos totales, obtenido por medio del ensayo de Folin-Ciocalteu, restando el contenido de
fendlicos no-taninos.

TT = Compuestos fendlicos - fendlicos no taninos

5.4.5. Taninos Condensados

Depositando 20 pL de la infusion de P. brachystachyum en una microplaca de 96 pozos, se
afiadieron 200 uL de solucién de DMCA al 0.1% y se dejo a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente se ley6 a una absorbancia de 640 nm, se utilizé una curva de calibracion estandar
de catequina (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3,0.35, 0.4, 0.5,0.8 y 1 mg EC/mL) y se expreso el contenido
como mg equivalentes de catequina (mg EC/mL).
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5.4.6. Taninos Hidrolizables

Los taninos hidrolizables (TH) se obtuvieron por diferencia, al sustraerse el contenido de taninos
condensados (TC) del contenido de taninos totales (TT).
TH=TT-TC

5.5. Ensayo de Inhibicion de la Enzima Lipasa Pancreatica

Para determinar la actividad inhibitoria de lipasa pancreatica se utiliz6 el método

espectrofotométrico establecido por Worsztynowicz et al. (2014) con modificaciones. Se utilizé p-

nitrofenil palmitato (pPNPP) como sustrato, que fue hidrolizado mediante la accion de la lipasa. El
ensayo esta compuesto por 1.8 mL de buffer de fosfato de sodio a 0.05 M (pH 7.6 a una temperatura
de 37 °C) que contiene colato de sodio (1.15 mg/ mL) y goma arabica (0.55 mg / mL). Asi mismo,
se preparo orlistat como control positivo, haciendo una mezcla de 20 mg/mL de tabletas preparadas
en buffer de fosfato de sodio. Se incubaron a 37 °C 0.2 mL de pNPP en isopropanol (0.01) y 0.02
mL de una infusion de toji. Posteriormente, se afiadieron 0.02 mL de la solucion de enzima lipasa
porcina (25 mg / mL) en buffer de fosfato de sodio (0.05 M) por 30 min para iniciar la reaccion
colorimétrica. Se leyd el p-nitrofenol a 410 nm. La reaccién de control represent6 el blanco (100%
de actividad enzimatica). Después de obtuvo el porcentaje de inhibicion de cada concentracion de
la formula:

Inhibicion de Lipasa Pancreatica (%) = ((Absorbancia del blanco-Absorbancia del extracto) /
(Absorbancia del blanco)) *100.

5.6. Ensayos de Bioaccesibilidad

Para determinar el porcentaje de bioaccesibilidad de los extractos de P. brachystachyum se utilizé

el modelo de digestion in vitro propuesto por Brodkorb et al. (2019). Para realizar este ensayo se
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prepararon soluciones madre (Cuadro 3), de las que se formularon las fases, oral, géstrica e

intestinal, para posteriormente afiadir las enzimas digestivas.

Cuadro 3. Composicidn de electrolitos y enzimas de las soluciones gastrointestinales simuladas.

Fase Oral géi?ﬁfca Fase intestinal
Constituyente Concentracion (g/L /L) (pH
Y oL b @6 @1 6H)
3
KClI 37.3 15.1 6.9 6.8
KH2POq4 68 3.7 0.9 0.8
NAHCO3? 84 6.8 12.5 425
NaCl 117 - 11.8 9.6
MgCl2(H20)6 30.5 0.5 0.4 1.1
(NH4)2CO3 48 0.06 0.5 -
HCI - 0.09 1.3 0.7
CaCl,P 44.1 0.025 0.005 0.04
Pepsina
Engimas ] Amilasa75 2,000 U/mL  pancreatina 100
U/MlI Lipasa 60 U/Mli
U/mL

Adaptado de Brodkorb et al. (2019)

Después de preparar las simulaciones de las fases oral, gastrica e intestinal, se tomaron 0.5 ml de
los extractos de las partes del toji y se colocaron en tubos de 50 mL. El ensayo se inici6 con la
simulacion de la fase oral, con una duracion de 5 min, agregando el liquido de la fase oral en
proporcion 1:1 con el extracto. Se ajusto el pH a 7 con HCI o NaCl. La muestra se incubd a 37 °C
por 2 min. Se continud con la fase gastrica, afladiendo el liquido de la fase gastrica en relacion 1:1
con el volumen del liquido total que resulté en la anterior fase oral. Se ajust6 el pH a 3 y se incub6
a 37 °C por 2 h, verificando el pH y ajustandolo de ser necesario. Para la ultima fase, se adiciono
el liquido de la fase intestinal en proporcion 1:1 con la cantidad resultante de liquido en la fase
gastrica. Se ajusto el pH a 7 y se incubd a 37 °C por 2 h, ajustando el pH cada 30 min o cada vez
que fuera necesario. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 min a una
temperatura de 4 °C, se recuperd el sobrenadante y se almacend a -20 °C. Una vez congeladas las

digestas, se almacenaron por una hora a -69 °C. Los tubos se llevaron a liofilizacion bajo una
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temperatura de -50 °C y presién de 0.070 mBar, en un equipo Labconco Freezone 18 (Labcon Co.,
Kansas, MO, USA). Las muestras liofilizadas fueron resuspendidas en agua destilada.

5.7. Identificacion y Cuantificacion de Compuestos Bioactivos por UPLC-Masas

Para la identificacion, separacion y cuantificacion de los compuestos bioactivos en el extracto se
utilizé cromatografia de liquidos-masas. El analisis se realiz6 en el equipo UPLC clase H (Waters
Corporation, EUA) acoplado a un analizador de masas G2-XS QTof (cuadrupolo y tiempo de
vuelo). La separacion de cidos fenodlicos se realizé con una columna UPLC BEH C18 (1.7 pm x
2.1 mm x 100 mm) a 40 °C, con una solucion de elucion en gradiente A (agua-acido férmico al
0.1%) y solucién B, compuesta de metanol, que se suministra a un flujo de 0.3 mL/min. La
ionizacion de los compuestos fue hecha por electrospray (ESI). Para la identificacion de
compuestos se utilizd la base de datos Massbank de América del Norte (MoNA), y se utilizaron
estandares de &cido cafeico, acido clorogénico, &cido p-cumarico, acido galico, &cido quinico y
acido feralico (Kp et al., 2014; Saxena et al., 2014).

5.8. Disefio Experimental

Para el calculo de fenoles totales, flavonoides totales, taninos totales, taninos condensados y taninos
hidrolizables se utiliz6 un analisis estadistico de tipo ANOVA de un factor de tres niveles con
bloques. El factor fue la fase en la que se encontraba la muestra y los niveles fueron la infusion sin
digerir (ISD), infusion en fase gastrica (IFG) e infusidn en fase intestinal (IFG). Los bloques fueron
los tres tipos de infusion (hoja, tallo y parte aérea). Se utiliz6 una prueba de Tukey con valor de
a < 0.05. Para determinar la bioaccesibilidad, se utilizaron fenoles totales, flavonoides totales,
taninos totales, taninos condensados y taninos hidrolizables, realizando una comparacion entre las
infusiones sin digerir expresandolos como el 100% contra la proporcion de lo que quedd en las
infusiones de fase gastrica e intestinal. La inhibicién de la enzima lipasa pancreéatica se midié por

porcentaje utilizando el blanco como referencia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Capacidad Antioxidante de Infusiones de Toji

6.1.1. Capacidad Antioxidante en Equivalentes de Trolox Mediante la Inhibicién del
Radical ABTS y ORAC

La capacidad antioxidante por el método TEAC esta basada en la transferencia de electrones de los

antioxidantes al radical ABTS ™ (Huang et al., 2005). Los resultados del ensayo de inhibicion del

radical ABTS"™ (Cuadro 4), muestran que en las infusiones la mayor capacidad antioxidante se
encuentra en la infusion de hoja (40.75 uM ET/mL), seguida por la infusion de parte aérea (31.69
uM ET/mL) y finalmente por la de tallo (26.50 uM ET/mL). Estos resultados en el ensayo TEAC

son comparables con los obtenidos por Montoya-Inzunza (2020) con el mejor resultado en hoja en

la inhibicion del radical ABTS. Asi mismo se ha encontrado este efecto de capacidad inhibitoria
del radical ABTS en hojas del muérdago Viscum album (Vicas et al., 2011). Asi mismo en los datos

reportados por Benabderrahim et al. (2019) en tallo de muérdago amarillo (Loranthus europaeus

Jacq.). Respecto al estudio de Montoya-Inzunza (2020) no se observé un efecto sinérgico o

antagonico en la parte aérea. Ademas, en este andlisis, el tallo fue el que tuvo el menor efecto
inhibitorio y no esta por encima de la parte aérea.

En cuanto a las muestras obtenidas de las fases digestivas in vitro (Cuadro 4), las infusiones de
parte aérea y tallo mantuvieron la capacidad antioxidante en la fase gastrica (95.36% y 94.26%,
respectivamente respecto a la fase sin digerir. Por otro lado, la infusion de hoja tiene una pérdida
significativa desde la fase gastrica (55.73%). En las digestas recuperadas de la fase intestinal, la
que mantiene una mejor inhibicion del radical es la de parte aérea (35.75%), seguida por la de hoja
(17.86%) y por ultimo la de tallo (10.41%), mostrando asi que la combinacién denominada como
parte aérea podria tener un efecto sinérgico para mantener la inhibicién del radical. A diferencia
del ensayo TEAC, la capacidad antioxidante por el método ORAC se basa en la transferencia de
atomos de hidrégeno (Huang et al., 2005). La capacidad antioxidante de infusiones de toji por este
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método (Cuadro 4) es mayor que la encontrada en el ensayo TEAC. Aun asi, sigue el mismo patrén
anteriormente comentado en el método TEAC, siendo la infusion de hoja la de mayor capacidad
(902.71 uM ET/mL), seguida por la infusion de parte aérea (747.72 uM ET/mL) y la menor
capacidad se encuentra en la infusion de tallo (486.62 uM ET/mL). La capacidad antioxidante en
el método ORAC, ha sido reportada anteriormente en hojas del muérdago V. album por Vicas et
al. (2011).

En las muestras recuperadas de fase intestinal in vitro (Cuadro 4) existe un descenso significativo
en la capacidad antioxidante medida por el método de ORAC en comparacion con la fase gastrica,
siendo la infusion de tallo la que mejor mantiene su capacidad antioxidante (33.88%), seguida por
la parte aérea (23.62%) y finalmente la infusion de hoja (19.64%). En las infusiones recuperadas
en la fase intestinal, la de tallo es la que mantiene mejor su capacidad antioxidante (27.53%)
respecto a hoja y parte aérea que mantienen capacidades similares (18.10% y 18.66%,
respectivamente).

La remanente capacidad antioxidante en el ensayo ABTS posterior a las digestiones en las fases
gastrica e intestinal de hoja y parte aérea, puede deberse a la cantidad de flavonoides totales que se
encuentra en la ultima fase. Esto podria relacionarse a que los compuestos como los acidos
hidroxicinamicos tienen mayor afinidad por la donacion de electrones a este radical (Surco-Laos

et al., 2016). Asi mismo, los cambios de pH en las fases digestivas provocan deprotonacion y

cambios en la estructura y por lo tanto cambia la actividad biologica de los compuestos
polifendlicos, como en casos ya reportados de flavonoides y taninos condensados (Lemanska et

al., 2001; Vazquez-Flores et al., 2012), cuando el pH es &cido algunos polifenoles disminuyen su

capacidad antioxidante, pero cuando el pH se vuelve neutro (menor a 9 en el caso de taninos),

algunos polifenoles aumentan su capacidad antioxidante (Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

La capacidad antioxidante de las infusiones de P. brachystachyum (Cuadro 4) es mostrada desde
las infusiones sin digerir con mejor rendimiento en el ensayo ORAC, esto indica que su actividad

biologica se centra en la transferencia de atomos de hidrogeno.
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Cuadro 4. Capacidad antioxidante en infusiones de toji mediante la inhibicion del radical ABTS y
el método ORAC antes y después de las fases gastrica e intestinal en digestion in vitro.

Parte Fase Capacidad Capacidad Capacidad Capacidad
de la Digestiva  Antioxidante antioxidante antioxidante antioxidante
Planta por ABTS (nM  por ABTS (%) por ORAC por ORAC
ET/mL) (uM ET/mL) (%)
Infusion 40.75 + 1.09° 100% 902.71 £ 44.83% 100%
Hoja  Gastrica 2270 +1.21° 55.73% 177.31+5.41° 19.64%
Intestinal 7.28+ 0.33° 17.86% 163.40 + 6.14° 18.10%
Infusion 31.69 +£0.922 100% 747.72 £5.842 100%
Parte  Géstrica 30.22 £2.462 95.36% 176.62 + 2.61° 23.62%
Aérea Intestinal 11.32£0.73" 35.75% 139.50 +7.97° 18.66%
Infusion 26.50 + 0.75° 100% 486.62 +0.75° 100%
Tallo Gastrica 24.99 + 1.55° 94.26% 164.85 15.65° 33.88%
Intestinal 2.75+0.27° 10.41% 133.99 + 9.34°¢ 27.53%

Datos mostrados como media + desviacion estandar de 3 réplicas con 3 repeticiones por réplica.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (p
< 0.05). ET: Equivalentes de trolox.

6.2. Caracterizacion de Compuestos Bioactivos de Infusiones de Toji

6.2.1. Contenido de Fenoles Totales

Los resultados de contenido de fenoles totales (Cuadro 5) muestran que la mayor proporcion de
equivalentes de acido galico, con diferencias significativas, se encuentra en la infusion a base de la
combinacidn de hoja y tallo, denominada como parte aérea (PA) (731.87 mg EAG/g), seguido por
la infusidn de hoja (679.51 mg EAG/g) y posteriormente la infusion de tallo (614.16 mg EAG/Q).
Los resultados de esta investigacion son significativamente mayores con respecto a la

caracterizacion llevada a cabo por Montoya-Inzunza (2020), en extracto metandlico de P.

brachystachyum. La posible causa de esta diferencia es la influencia de haber sometido la muestra
a estrés por calor en la preparacién, pues la harina fue previamente preparada con la misma
metodologia y posteriormente se prepararon las infusiones, asi como también el disolvente
utilizado juega un papel importante en la extraccion de los compuestos. Ademas, en el estudio

realizado por Montoya-Inzunza (2020) la mayor concentracion de fenoles totales se encuentra en
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la hoja, seguida por la planta completa (denominada en este estudio como parte aérea) y finalmente
el tallo. A diferencia de estos resultados que muestran la parte aérea con la mayor concentracion
de equivalente de acido galico, seguida por la hoja y finalmente el tallo. Estos resultados también

son mayores a los reportados en V. album por Vicas et al. (2011), que encontraron 83.93 mg EAG/g

de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu.

En cuanto al efecto de la digestién simulada sobre el contenido de fendlicos totales (Cuadro 5), en
la fase gastrica se observa un comportamiento similar en la pérdida significativa de fendlicos totales
en los tres tipos de infusiones respecto a la infusion (sin digerir). Asi mismo, en la fase intestinal
la pérdida de fenoles totales es significativa respecto a la fase gastrica, pese a que la pérdida no es
tan dréstica respecto a la proporcion perdida en la fase géastrica. Estos resultados pueden
compararse con los reportados en la infusion de té verde, la cual se reporta en un 6.21%

(Annunziata et al., 2018). Por otro lado, existen reportes de otras infusiones que tienen mejor

bioaccesibilidad de sus compuestos fendlicos totales, como la de hojas de Diospyros kaki que
reporta que mantiene una porcentaje de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu del 20%

posterior a una fase intestinal utilizando una digestion in vitro (Martinez-Las Heras et al., 2017).

Cuadro 5. Cuantificacion de fenoles totales en infusiones de P. brachystachyum antes y después de
las fases gastrica e intestinal en digestion in vitro.

Parte de la Planta Fase Digestiva Fenoles totales (mg Fenoles totales en
EAG/g) digestion in vitro
(%)
Infusién 679.51+17.13°2 100%
Hoja Gaéstrica 55.11 +4.43°" 8.11%
Intestinal 27.15+0.61° 3.99%
Infusién 731.87 +17.13° 100%
Parte Aérea Gastrica 66.09 +6.19 P 9.03%
Intestinal 3242 +143° 4.43%
Infusion 614.16 +£10.48 2 100%
Tallo Gastrica 51.04 +0.43° 8.31%
Intestinal 29.07+1.65° 4.73%

Datos mostrados como media * desviacion estandar de 3 réplicas con 3 repeticiones por réplica.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (p
< 0.05). EAG: Equivalentes de &cido galico.
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6.2.2. Contenido de Flavonoides Totales

El contenido de flavonoides totales (Cuadro 6) en las infusiones de hoja y parte aérea se mantiene
significativamente mejor en comparacion con los resultados de la infusion de tallo. Estos resultados

pueden compararse con los presentados por Montoya-Inzunza (2020), donde las variantes son que

la extraccion metandlica tiene un mejor rendimiento (22.67 mg EQ/g en hoja, 19.37 mg EQ/g en
planta completa y 15.64 mg EQ/g en tallo) y en que en el estudio mencionado hay una mayor
concentracion de flavonoides en hoja. Estas diferencias pueden ser causada por las variantes en el
solvente. El rendimiento obtenido en estos ensayos es menor que el reportado por Kang et al. (2016)

en un extracto con agua caliente de Korthalsella japonica Engl., donde se encontraron 8.29 mg
ER/g. A pesar del mejor rendimiento de hoja y parte aérea sobre tallo en el contenido de flavonoides
totales, las tres infusiones siguen un patrén a traves de la digestion (Cuadro 6), donde su punto mas
bajo ocurre en la fase géastrica, pero aumentando en la fase intestinal. Estos resultados pueden
compararse con la disminucion (alrededor del 57%) y posterior aumento de la bioaccesibilidad de
flavonoides totales en la especie Rosa rugosa Thunb (purpura) al final de la fase intestinal, que se

reporta aproximadamente en 109% (Chen et al., 2015). Asi mismo, existen reportes donde la

concentracion de flavonas aumenta posterior a la fase intestinal in vitro, respecto a su extraccion

inicial (Ortega et al., 2009). Por otro lado, otros estudios como el realizado por Martinez-Las Heras

et al. (2017) utilizando digestiones in vitro para evaluar la bioaccesibilidad de compuestos
bioactivos de té de hojas de Diospyros kaki muestra un descenso en el porcentaje de flavonoides

posterior a la fase intestinal que mantiene solo el 47.6% de la concentracion en la extraccion.

Cuadro 6. Cuantificacién de flavonoides totales en infusiones de toji antes y después de las fases
gastrica e intestinal en digestion in vitro.

Parte de la Planta Fase Digestiva Flavonoides totales Flavonoides
(mg EQ/g) totales (%0)
Infusion 452 +0.15" 100%
Hoja Gastrica 2.93+£0.14° 64.82%
Intestinal 5.01 + 0.04% 110.84%
Infusion 4.76 +0.172 100%
Parte Aérea Gastrica 2.72 £0.07° 57.14%
Intestinal 5.02+0.172 105.46%
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Infusion 3.34+0.14° 100%
Tallo Gastrica 1.47 £ 0.06° 44.01%
Intestinal 3.82 +0.14% 114.37%
Datos mostrados como media + desviacion estandar de 3 réplicas con 3 repeticiones por réplica.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (p
< 0.05). EQ: Equivalentes de quercetina.

6.2.3. Contenido de Taninos Totales, Taninos Condensados y Taninos Hidrolizables

En la cuantificacién de taninos totales (Cuadro 7) en las infusiones sin digerir, la infusion de parte
aérea fue la que consiguié mayor concentracion (651.34 mg EC/g) de manera significativa, seguido
por la infusion de hoja (590.56 mg EC/g) y la que obtuvo una concentracion menor fue la infusion
de tallo (524.78 mg EC/mL). Estos resultados son mayores a los reportados por Montoya-Inzunza
(2020) tanto en hoja (142.59 mg EC/qg), tallo (85.71 mg EC/g) y planta completa (137.65 mg EC/g),

esto puede ser debido a las diferencias en los solventes y a que en este estudio se elevd la

temperatura de extraccion.

En la digestion in vitro, la bioaccesibilidad de taninos totales (Cuadro 7) de las tres infusiones
disminuyen drasticamente desde la fase gastrica. Lo misma disminucién ocurre en la fase intestinal,
sin encontrar diferencias significativas en las concentraciones de taninos totales entre las
infusiones.

Sobre los resultados de taninos condensados en las infusiones sin digerir, la de parte aérea se
mantiene con mayor concentracion (287.14mg EC/g), seguida por la infusion de tallo (215.13 mg
EC/g) y la infusion de hoja es la que tiene menor concentracion (177.11 mg EC/g). En el reporte

anterior de extracciones metandlicas de P. brachystachyum (Montoya-Inzunza, 2020) se muestra

que la hoja y parte aérea se obtienen mayores concentraciones de taninos condensados (57.04 mg
EC/gy 52.84 mg EC/g, respectivamente). Ademas, los resultados de taninos condensados de esta
investigacion son mayores a los 120 mg/g encontrados en extracciones acuosas de Phoradendron

californicum parasitando mesquite (Assanga et al., 2020). En las tres infusiones existe un

comportamiento similar en las fases digestivas in vitro en cuanto a la disminucion de taninos
condensados (Cuadro 7), sufriendo pérdidas significativas tanto en fase gastrica como intestinal.

La mayor cantidad de taninos hidrolizables fue encontrada en hoja (413.45 mg EC/qg), seguida por
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PA (364.20 mg EC/g) mientras que en tallo se obtuvo la menor concentracion (309.65 mg EC/g),
siguiendo el patrén de concentraciones reportado por Montoya-Inzunza (2020). En las digestas

(Cuadro 7) las tres infusiones sufren pérdidas significativas en la fase gastrica, sin embargo, en
fase intestinal se mantiene la concentracion en hojas y crece en PA y tallo, pero no de manera
significativa.

Los resultados generales de bioaccesibilidad de taninos totales, condensados e hidrolizables son
menores a los ya reportados en digestas in vivo, pues se reporta una bioaccesibilidad alrededor del

40% para este tipo de compuestos (Serrano et al., 2009). Asi mismo, la concentracion de taninos

condensados posterior a la digestion in vitro reportada por Campos-Vega et al. (2015) en residuos

de café, tanto en las muestras de tostado medio y en las de tostado méas intenso donde hubo un
crecimiento especial (88% y 115%, respectivamente).

De acuerdo a lo ya reportado por nuestro grupo de investigacion en extracciones hidrofilicas de P.
brachystachyum, los taninos son el componente bioactivo mayoritario de esta matriz. Esto podria
reflejarse en la cuantificacion de fenoles totales pues, ademas de que sigue el mismo patrén, los
resultados de la prueba de Folin-Ciocalteu dependen en gran medida de la cantidad de grupos -OH

de los compuestos presentes (Platzer et al., 2021); condicion que cumplen los taninos al ser

compuestos polimerizados. Sin embargo, los estudios de nuestro grupo de investigacién sugieren
que hay otros compuestos como las cumarinas. Asi mismo, sobre los reportado anteriormente, es
notable que hay menor concentracion de taninos totales (hoja 142.59 mg EC/g, tallo 85.71 mg EC/g
y planta completa 137 mg EC/g) y fenoles totales (hoja 142 mg EAG/qg, tallo 73.78 mg EAG/qg,
planta completa 123.62 mg EAG/g) en las pruebas realizadas por Montoya-Inzunza (2020). Estas

diferencias podrian ser causadas por el método de extraccion de los compuestos, ya que en el
reporte de Montoya-Inzunza (2020) se utiliz6 metanol para extraer los compuestos hidrofilicos,
mientras que en este estudio se realizaron infusiones con agua, lo cual puede resultar en extractos

con diferencias en el perfil de compuestos bioactivos presentes (de Hoyos-Martinez et al., 2018).

Por otro lado, el calentamiento aplicado durante la elaboracion de las infusiones podria ser otro
factor relevante en el aumento de taninos y fenoles totales, pues se ha teorizado que el
procesamiento con calor podria romper las paredes celulares y, por lo tanto, liberar los fendlicos

gue dan como resultado un mayor rendimiento fendélico en un extracto (Wang et al., 2007). Asi

mismo, la obtencion de menores concentraciones de flavonoides totales en este estudio respecto al

anteriormente realizado por Montoya-Inzunza (2020) podrian estar influenciadas por la
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temperatura en la preparacion de infusiones.

Los resultados de compuestos fendlicos totales podrian sugerir a una posible sinergia en la
formacion de compuestos de tipo taninos condensados (donde también se encuentra una posible
sinergia) en la infusion de parte aérea, lo que sugiere un aumento en la polimerizacion de los

compuestos de las dos partes que componen la parte aérea.

Cuadro 7. Cuantificacion de taninos totales, taninos condensados y taninos hidrolizables en
infusiones de toji antes y después de las fases gastrica e intestinal en digestion in vitro.

p . . Taninos . . Taninos
arte Taninos Taninos Taninos Taninos . .
Fase condensad . . hidroliz
dela digestiva totales (mg  totales 0s (Mg condensa hidrolizables ables
(0) [0)
planta EC/g) (%0) EC/q) dos (%) (mg EC/g) (%)
Infusion 590.56 + 100% 177.11 + 100% 413.45 + 100%
Hoja 17.772 10.582 11.422
Gastrica 54.70 + 9.26% 31.08 + 17.54% 23.62 +0.82° 5.71%
0.06° 0.78°
Intestinal 26.73 4.52% 7.39 + 4.17% 19.34 + 0.26° 4.67%
0.01°¢ 0.27¢
Infusion 651.34 + 100% 287.14 + 100% 364.20 + 100%
Parte 18.072 17.562 13.48?
ACrea  cactrica 65.72 + 10.09% 5542+  19.30%  10.30+0.91°  2.82%
0.04° 0.87°
Intestinal 31.98 + 4.91% 533+ 1.86% 26.65 + 0.08° 7.31%
0.03¢ 0.09¢
Infusion 524.78 + 100% 215.13 + 100% 309.65 +9.712 100%
Tallo 11.222 11.472

Géstrica 50.70 = 9.66% 4214 + 19.58% 8.56 + 0.36° 2.76%
0.06° 0.40°

Intestinal 28.63 = 5.45% 7.89 % 3.66% 20.74 £ 0.21° 6.69%
0.01° 0.20°

Datos mostrados como media * desviacion estandar de 3 réplicas con 3 repeticiones por réplica.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (p
< 0.05). EC: equivalentes de catequina.
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Los taninos, al ser compuestos de gran peso molecular, pueden presentar decenas de grupos
hidroxilos unidos a estructuras fendlicas, lo que les otorga la capacidad de formar complejos con
minerales y proteinas. Las interacciones con proteinas se encuentran dadas por afinidad de los
taninos hacia algunas proteinas ricas en aminoacidos como prolina, glicina, acido glutamico y
péptidos por dos interacciones importantes: puentes de hidrogeno (entre el grupo carbonilo de los
péptidos y los hidrogenos del grupo hidroxilo de polifenoles) e interaccion hidrofébica (entre los

aminoéacidos neutros y los anillos aromaticos de los taninos) (Vazquez-Flores et al., 2012). La

interaccion con las proteinas digestivas ricas en prolina, por ejemplo, la amilasa presente en la fase
salival del ensayo de bioaccesibilidad, podria ser un factor crucial en la pérdida de concentracion
de taninos condensados marcado en el proceso digestivo in vitro. Esto podria deberse a la
formacion de enlaces de hidrogeno entre los carbonilos de prolina y los grupos -OH de tipo fenol
(Frazier et al., 2010).

Otro factor relevante en el descenso significativo en la concentracion de fenoles totales después de

la digestion simulada in vitro puede ser por los cambios de pH durante el proceso, pues provocan

oxidacion, racemizacion y la ya mencionada deprotonacion de los compuestos bioactivos

(Bermudez-Soto et al., 2007). Asi mismo, los cambios de pH entre fases podrian ser causantes del
aumento de flavonoides (en las tres infusiones) y taninos hidrolizables (en infusiones de hoja y
tallo) en fase intestinal. Los aumentos de flavonoides en fases intestinales también podrian ser
causados por la hidrolisis de taninos condensados, pues se ha reportado que en ensayos in vivo las
proantocianidinas son convertidas en dimeros de procianidinas B1, B2, B3y B4, y el trimero C2

fue detectado en orina (Serrano et al., 2009). Los aumentos en las fases intestinales de taninos

hidrolizables en parte aérea y tallo podrian ser causados por la hidrolisis a monémeros (como &cido
elagico o acido galico), pues este fendmeno ya se ha reportado anteriormente en ensayos in vivo en

intestinos de ratas (Daniel et al., 1991). En este sentido, se ha reportado que un principio basico del

aumento de agentes antioxidantes posterior al proceso de digestidn es la interaccién con enzimas
intestinales y sales biliares, pues estas facilitan la salida de compuestos bioactivos ligados a las

matrices alimentarias (Martinez-Las Heras et al., 2017).
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6.3. Inhibicion de la Enzima Lipasa Pancreética

Los resultados de la capacidad inhibitoria de la enzima lipasa pancreatica, expresada en porcentaje,
se muestran en el cuadro 8. Los resultados muestran un porcentaje méas elevado en la infusion de
tallo (70.80%), respecto a las infusiones de hoja (63.66%) y parte aérea (64.07%). Estos resultados

son comparables con los presentados por Montoya-Inzunza (2020) en extracciones metanolicas,

donde existen diferencias en cuanto a que la mayor inhibicidn se da en la extraccion de hoja. En
las fases gastricas de las infusiones digeridas se muestra una disminucion que no es significativa
en la hoja (63.11%), mientras que en la parte area si es significativa (60.94%), asi mismo en la
infusion de tallo (54.12%), donde la disminucién es mayor. En el caso de las digestas de fase
intestinal, hoja y parte aérea muestran disminuciones significativas (49.65% y 51.08%,
respectivamente) respecto a la fase géstrica. Sin embargo, la infusion de tallo en fase intestinal
tiene un aumento significativo en el porcentaje de inhibicion de la enzima lipasa (78.49%), respecto
a su fase anterior y la infusion sin digerir. La tableta de orlistat (farmaco control) obtuvo una
inhibicidn del 68.28%. Los resultados de tallo son comparables con los reportados por Gutierrez-

Grijalva et al. (2019), donde Lippia palmeri tuvo una disminucion en la inhibicion de la enzima

lipasa en la fase gastrica, mientras que en la fase intestinal hubo un crecimiento en la inhibicion de
la enzima.

Existen diversos factores que podrian influir en el aumento de la inhibicion de la enzima lipasa
pancreatica por la infusion de tallo en fase intestinal, entre ellos diversos autores comentan que la
unién e inhibicion de enzimas por antioxidantes es mas afin a compuestos polifendlicos de mayor
tamafio como los compuestos galiolizados y complejos como los taninos, pues tienen capacidad de
unirse a mayores sitios de union dando lugar a desnaturalizacion alostérica, en vez de la union en
un solo sitio de la proteina o enzima. En este sentido, como se menciond anteriormente, la
composicion de proteinas ricas en prolina también es un factor que facilita la interaccion e
inhibicidn enzimatica, pues algunos autores sefialan que la union de antioxidantes a prolinas puede
darse por enlaces de hidrdgeno entre los grupos carbonilo de la prolina y los grupos fendlicos
hidroxilo. Asi mismo, en condiciones con mayor pH la actividad de estos compuestos aumenta y
por ello es posible que aumente la inhibicion enzimatica en la fase duodenal respecto a la fase
gastrica (Cirkovic Velickovic et al., 2018; Olivas-Aquirre et al., 2014; Quideau et al., 2011).
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En este sentido, es resaltable que la efectividad de los polifenoles no estd relacionada con su
potencial antioxidante (Cirkovic Velickovic et al., 2018), lo que es evidente en este estudio pues,

en el caso especifico de la infusion de tallo, la capacidad antioxidante no aumenta en fases

intestinales pero si aumenta la actividad biologica para la inhibicion.

Cuadro 8. Inhibicion de la enzima lipasa pancreatica de infusiones de P. brachystachyum antes y
después de las fases géstrica e intestinal en digestion in vitro.

Parte de la Planta Fase Digestiva Inhibicion de Lipasa
Pancreatica (%)
Infusion 63.66% + 3.91% ?
Hoja Gastrica 63.11% + 4.23% ?
Intestinal 49.65% + 2.15%"
Infusion 64.07% + 2.38% ?
Parte Aérea Gastrica 60.94% + 3.89% "
Intestinal 51.08% + 1.80% ¢
Infusion 70.80% + 3.99% P
Tallo Gastrica 54.12% + 1.27%°
Intestinal 78.49% + 4.80%?

Datos mostrados como porcentaje + desviacion estandar de 3 réplicas con 3 repeticiones por
réplica. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa por la prueba de
Tukey (p < 0.05).

6.4. Identificacion y Cuantificacion de Compuestos Bioactivos por UPLC

El analisis cromatografico realizado en las infusiones de P. brachystachyum muestra que se
encontraron los &cidos ferulico, quinico, galico, p-cumarico y cafeico (Figura 2), buscados con base
en estandares y comparando las curvas de espectros de la base de datos Massbank of North
America. En cuanto a la composicion de cada parte de la planta (Cuadro 9), tanto en la infusion de
hoja como en la de parte aérea el compuesto mayoritario es el acido feralico (58.12 ug/mL para
hoja y 55.15 ug/mL para parte aérea), mientras que en la infusion de tallo tanto el acido ferdlico
(60.77 pg/mL) como el &cido quinico (60.24 ug/mL) son los compuestos mayoritarios. En cambio,
en hoja y parte aérea, el acido quinico es el segundo compuesto méas abundante (54.98 ug/mL en

hoja 'y 52.61 pug/mL en parte aérea). Asimismo, en las tres infusiones los acidos fenolicos &cido
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galico, el acido cumarico y el &cido cafeico se encuentran por debajo de los dos compuestos méas
abundantes. Recientemente se han identificado algunos de estos compuestos en otros muérdagos.
Por ejemplo, en el muérdago europeo Viscum album subs. austriacum se identificé acido galico en
extracciones acuosas. Asi mismo, en Phoradendron bollanum se encontré &acido cafeico en
extracciones metandlicas, y en extracciones acuosas de la misma planta se identificd
epigalocatequina [(-)-Epicatequina-(2a-7) (4a-8)-epicatequina 3-O-galactdsido] que es formada

por la sintesis de acido galico. En el mismo estudio, realizado por Garcia-Garcia et al. (2021), se

encontré que en ambos muérdagos la mayor parte de compuestos identificados pertenecen al grupo
de 4cidos hidroxicinamicos, lo que abre ventanas de oportunidad para enfocar futuras
investigaciones en muérdagos.

Asi mismo, el &cido galico ha sido reportado entallo de Phoradendron californicum anteriormente

(lloki-Assanga et al., 2015). En cuanto al contenido de &cido ferulico, las tres infusiones de P.

brachystachyum muestran mayor contenido que los 0.032 ug/mL de &cido ferulico en té verde. Por
otro lado, los 0.228 ug/mL de &cido cumarico reportados en té verde son superados por los 0.28

ug/mL en la infusion de hoja de toji, pero el contenido es menor en las infusiones de parte aérea 'y

tallo (Jeszka-Skowron et al., 2014). El contenido de acido quinico en las tres infusiones es mayor
al reportado en te verde matcha (20.9 ug/mL) por Cody (2018).

En términos de bioaccesibilidad, los compuestos analizados muestran distintos comportamientos
(Cuadro 9). Tanto el acido fertlico como el acido quinico y el &cido galico siguen el mismo patron
de pérdida significativa por fase digestiva, manteniendo mayores concentraciones en la infusion
digerida de parte aérea. Por su parte, el &cido cumarico muestra pérdidas significativas tanto en
hoja como en tallo en la fase gastrica (25.00% y 12.50%, respectivamente), llegando a la pérdida
total en la infusion de tallo en fase intestinal. Sin embargo, en la infusion digerida de parte aérea
muestra un crecimiento significativo en la fase intestinal (66.66%), lo que podria indicar un efecto
sinérgico de las partes hoja y tallo para este compuesto en especifico. En cuanto al contenido de
acido cafeico (el compuesto minoritario encontrado en este analisis) se muestra un patron de
pérdida significativa de la concentracion en cada fase digestiva evaluada, siguiendo el mismo
patrén en las infusiones digeridas de hoja y parte aérea (50.00% para la fase gastrica y 0.00% para
la fase intestinal), mientras que en la infusion de tallo, que muestra mayor concentracion de acido
cafeico (0.04 pg/mL), la pérdida es mayor respecto a las otras infusiones digeridas (25.00% para

la fase gastrica y 0.00% para la fase intestinal).
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Figura 2. Estructuras de compuestos identificados en infusiones de P. brachystachyum

Los porcentajes de bioaccesibilidad obtenido después de la digestion intestinal de acido ferulico
son menores que el 84% reportado en zarzamora comercial (Rubus liebmannii Focke) (Sanchez-

Velazquez et al., 2021). La bioaccesibilidad de acido quinico en las tres infusiones es menor que

el 29% reportado en infusiones de café a través de pruebas de digestion in vitro (Lopez-Froilan et

al., 2016). Las tres infusiones de P. brachystachyum obtuvieron mayor bioaccesibilidad de acido
galico que la encontrada en té verde, elaborado con hojas de Camellia sinensis, a través de
digestiones in vitro, el cual presenta 16.14% de bioaccesibilidad en fase gastrica pero se pierde
totalmente posterior a la fase intestinal (Yan et al., 2018). Por su parte, la bioaccesibilidad de &cido

cumarico en vino de morera negra (Morus nigra), la cual se encuentra alrededor del 29.09%, es

mayor a la obtenida en hoja y tallo de toji, pero es menor a la obtenida en parte aérea. Asi mismo,
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la bioaccesibilidad de &cido cafeico en vino de morera negra se mantiene en un 28.12%,

contrastando con la pérdida total en las infusiones de P. brachystachyum (Celep et al., 2015).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la identificacion y cuantificacion de algunos acidos

fendlicos, no existen indicios de una posible especificidad de estos compuestos contra la enzima

lipasa en las infusiones de tallo, a pesar de que compuestos como los acidos cafeico, feralico y

cumarico se han relacionado con el efecto supresor de hiperlipidemia (Pimpley et al., 2021). Esto

debido a que seria necesario ampliar el analisis a un nimero mas amplio de compuestos, como los

mencionados en el Cuadro 2 que, si bien son de caracter lipofilico, no se descarta que existan en

menor cantidad en infusiones de Toji. Asi mismo, es necesario analizar la posible formacion de

nuevos compuestos derivados de los ya existentes, pues la interaccion con los elementos que

forman el proceso digestivo puede generar nuevos metabolitos (Sadeghi Ekbatan et al., 2016).

Cuadro 9. Cuantificacion de acidos fenolicos presentes en infusiones de toji antes y después de la

digestion gastrointestinal simulada.

Contenido por fase digestiva

Bioaccesibilidad

PaPrrgndtea la Compuesto (g/mL) (%0)
ISD* IFG* IFI* IFG IFI
Acido 58.12 + 15.92 + 435+ 27.39 7.48
Ferlico 1.402 0.33° 0.09¢
Acido 54.98 + 23.49 + 425+ 42.72 7.73
Quinico 1.922 0.13° 0.07¢
Hoja Acido Galico 9.71 + 2.49 + 0.36 + 25.64 3.70
0.482 0.34P 0.01°
Acido 0.28 + 0.07 + 0.05 + 25.00 17.86
Cumaérico 0.00? 0.00P 0.00°
Acido 0.02 + 0.01 + 0.00 + 50.00 0.00
Cafeico 0.00? 0.00P 0.00°
Acido 55.15 + 19.69 + 10.53 + 35.70 19.10
Ferulico 1.172 1.61° 0.40¢
Acido 52.61 + 31.24 + 11.89 + 59.38 22.60
Quinico 0.49? 1.03° 0.30°
Parte Aérea Acido Galico 15.28 + 6.30 + 0.36 + 41.23 2.35
0.88? 0.41° 0.01¢
Acido 0.18 + 0.05 + 0.12 27.77 66.66
Cumarico 0.00? 0.00° +0.00°
Acido 0.02 + 0.01 + 0.00 + 50.00 0.00
Cafeico 0.00? 0.00° 0.00¢
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Acido 60.77 + 1551 + 8.55 + 25.52 14.07

Ferdlico 0.982 1.20° 0.37°
Acido 60.24 + 30.71 + 9.53 + 50.98 15.82
Quinico 2.472 0.79° 0.15¢
Tallo Acido Galico 22.90 + 9.82 + 0.36 + 42.88 1.57
1.052 0.31° 0.01°
Acido 0.08 + 0.01 + 0.00 + 12.50 0.00
Cumaérico 0.00? 0.00P 0.00¢
Acido 0.04 + 0.01 + 0.00 + 25.00 0.00
Cafeico 0.00? 0.00° 0.00¢

*I1SD: Infusion sin digerir, IFG: Infusion fase gastrica, IFI: Infusion fase intestinal. Datos
mostrados como media + desviacion estdndar de 3 réplicas (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (p < 0.05)
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7. CONCLUSIONES

El contenido de fendlicos, flavonoides y taninos totales en infusiones de P. brachystachyum
fue afectado negativamente por la digestion gastrointestinal simulada. El contenido de taninos
condensados se mantiene estable durante el proceso de la digestion in vitro. Por otro lado, el
contenido de taninos hidrolizables disminuye significativamente después del proceso digestivo. La
capacidad antioxidante de las infusiones de P. brachystachyum disminuyd durante el proceso
digestivo in vitro al medirse mediante los ensayos ORAC y ABTS.

Es importante mencionar, que la inhibicién de la lipasa pancreética fue mayor en las infusiones de
P. brachystachyum elaboradas con el tallo de la planta. En las fases géstricas, las tres infusiones
disminuyen de manera significativa su inhibicion. En las fases intestinales, tanto hoja como parte
aérea disminuyen su capacidad inhibitoria. Sin embargo, es remarcable que la digesta de fase
intestinal de tallo aumenta su capacidad inhibitoria de manera significativa (78.49%) siendo mayor
que la inhibicion inicial en la infusion.

En el analisis cromatogréafico de las infusiones de P. brachystachyum se identificaron 5 de los 6
compuestos analizados. En hoja y parte aérea, el compuesto que se encontrd en mayor proporcion
fue el acido ferulico. Sin embargo, en tallo, tanto el &cido fertlico como el &cido quinico fueron
los compuestos mayoritarios. En cuanto a la bioaccesibilidad de estos 5 compuestos, el acido
cumarico es el que se mantiene hasta la fase intestinal. Mientras que, en tallo, el &cido ferulico y
quinico son los que se mantienen hasta esta fase.

Los resultados obtenidos de esta investigacion sugieren que las infusiones de P. brachystachyum,
sobresaliendo la infusién de tallo, tienen potencial para resistir a las condiciones de las fases

digestivas y tener un potencial efecto en la inhibicidn de la enzima lipasa pancreatica.
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8. RECOMENDACIONES

Los resultados de este proyecto sugieren que se continle con los ensayos de evaluacion
celular del potencial bioactivo de los extractos de P. brachystachyum, incorporando posteriormente
estudios de biodisponibilidad e inhibicién de la enzima lipasa en modelos in vivo utilizando
infusiones de tallo. Asi mismo, es necesario ampliar el espectro de busqueda de compuestos en

ensayos cromatograficos para identificar el perfil de taninos y compuestos flavonoides.
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