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RESUMEN

Capsicum chacoense o “aji del monte”, es una especie de arbusto nativo y silvestre de
la ecoregion del Gran Chaco. Con el objetivo de evaluar la composicion quimica y
potencial nutracéutico del fruto de Capsicum chacoense Hunz, se colectaron muestras
del Dpto. de Alto Paraguay, Chaco y se determind la composicién centesimal
(humedad, proteinas totales, lipidos, fibra alimentaria, carbohidratos y cenizas) y
minerales (Na, K, Mg, Ca, Fe, Zn, Mn, Cu y P) por métodos oficiales AOAC, el perfil
fitoquimico y contenido de capsaicina, dihidrocapsaicina y p-caroteno por HPLC-
PDA. Se evaluo el potencial antioxidante determinando el contenido de polifenoles
totales por el método de Folin Ciocalteu, carotenoides totales por espectrofotometria,
asi como la capacidad antioxidante total por medio de la inhibicion del radical ABTSe.
Se evalu6 actividad antiparasitaria in vitro usando Eisenia foetida como modelo y
toxicidad aguda en ratones por via oral con dosis de 500, 1000 y 2000 mg/kg de peso
corporal. Las muestras analizadas (Estancia y Ayoreo) presentaron altos niveles de
fibra alimentaria (47,05-49,199/100g), proteinas (14,43-15,60 g/100g) y potasio
(1708-1733 mg/100g). En el extracto metandlico se observo la presencia de alcaloides,
consecuente con los niveles de capsaicina (131,85 y 98,80 mg/100g y
dihidrocapsaicina (80,75 y 63,68 mg/100g), con diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras (p<0,05). El contenido de fenoles totales (517,26-
543,32mg GAE/100 g muestra), carotenoides totales (125,72-239,57mg/kg), B-
caroteno (3,29-5,60 mg/Kg), la actividad antioxidante total in vitro observada (154-
158mM TEAC/g SMTC), la actividad anti-helmintica en los extractos metanoélicos a
las dosis ensayadas (2,5 a 40 mg/mL) asi como la ausencia de efectos letales agudos
(DL50) en dosis inferiores a 2000 mg/kg, demuestran que los frutos del “aji del monte”
poseen un gran potencial nutracéutico de interés para la industria alimentaria y la
farmacéutica.

Palabras clave: Capsicum chacoense; composicion centesimal; capsacinoides;
potencial antioxidante; actividad antihelmintica.
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SUMMARY

Capsicum chacoense (“aji del monte” in Spanish), is found natively and wildly in the
Chaco region. The objective of the present work was to evaluate the chemical
composition and nutraceutical potential of the fruit of Capsicum chacoense Hunz. For
this, samples were collected from the Alto Paraguay Department. For the evaluation
of the chemical composition, the centesimal composition (humidity, total proteins,
lipids, dietary fiber, total carbohydrates, available sugars and ashes), and minerals (Na,
K, Mg, Ca, Fe, Zn, Mn, Cu and P) were determined by official AOAC methods.
Phytochemical profile was determined by gualitative tests and content of capsaicin and
dihydrocapsaicin by HPLC-PDA. For the nutraceutical potential, the antioxidant
potential was evaluated with the total antioxidant capacity by the inhibition of the
ABTS -« radical. The content of total polyphenols was assayed with the Folin Ciocalteu
reagent, total carotenoids by spectrophotometry and B-carotene by HPLC-PDA.
Antiparasitic activity in vitro was evaluated against earthworms Eisenia foetida and
acute oral toxicity was assayed in female mice at doses of 500, 1000 and 2000 mg/kg.
The samples analyzed contain high levels of dietary fiber (49.19 and 47.05 g/100 g).
In the phytochemical profile, abundant amounts of alkaloids were found, such as
capsaicin (131.85 and 98.80 mg/100 g for the Estancia and Ayoreo samples,
respectively) and dihydrocapsaicin (80.75 and 63.68 mg /100g). The pungency level
was 31,890 SHU for Estancia and 24,372 SHU for Ayoreo. The total antioxidant
capacity, the content of total phenols, total carotenoids, p-carotene were respectively
154 and 158mM TEAC / g; 517.26 and 543.32 mg GAE / 100g; 125.72 and 239.57
mg / kg; 3.29 and 5.60 mg / Kg for the Estancia and Ayoreo samples, respectively.
Greater anti-helminthic activity was observed with respect to the positive control used
with significant differences in all the concentrations tested of the methanolic extract
of C. chacoense fruits (2.5 to 40 mg/ mL). No acute toxic effects were observed up to
the evaluated dose (2000 mg/kg). These data represent a scientific basis for future work
around bioprospecting food resources of interest for conservation, food, agriculture
and nutraceuticals, as well as for the pharmaceutical industry.

Keywords: Capsicum chacoense; capsacinoids; antioxidant potential; anthelmintic
activity.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Biodiversidad y bioprospeccion

La biodiversidad es la variabilidad bioldgica de una region y la relacion de seres vivos
entre si, asi como su relacién con el medio ambiente (UNESCO, 2019). Las personas
junto con sus culturas han emergido de la adaptacion al medio, su conocimiento y su
utilizacion, por lo tanto, la biodiversidad tiene dos dimensiones: la biolégica y la
cultural. Comprende tanto la diversidad genética, de especies, de poblaciones y de
ecosistemas, como la de los multiples procesos culturales que en diferentes épocas y
contextos han caracterizado la relacion del ser humano con su entorno natural (Alangui
et al, 2020). La gran biodiversidad de la Regidn del Chaco, aiin poco explorada desde
el punto de vista alimentario y nutracéutico, hace de los recursos naturales de esta
region un blanco importante para estudios sistematicos de validacion de usos,
evaluacion de su potencial nutritivo y posibles aplicaciones medicinales o en el campo

de la nutracéutica (Echague et al., 2015).

La bioprospeccion de nuevas fuentes de alimentacion y nutricidn, asi como la quimica
y actividad bioldgica de productos naturales es uno de los temas de investigacion
actual en el area de alimentacion y salud, donde la composicion de alimentos y la
descripcion de principios activos juegan un papel fundamental para establecer el
potencial beneficio para la prevencion de enfermedades, el desarrollo de ingredientes
activos para su aprovechamiento en alimentos elaborados y su uso en nutracéutica

(Guil-laynez & Guil-guerrero, 2019).

La bioprospeccion se entiende como el uso de la biodiversidad en la provisién de
recursos para el descubrimiento, clasificacion, investigacion y/o formulacion de
nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes, proteinas y otros componentes con
potencial valor econémico y biotecnoldgico (Silveira et al., 2019). Por tanto, la
bioprospeccion implica buscar, recolectar y derivar materiales genéticos de muestras
de biodiversidad que se pueden utilizar en productos farmacéuticos, agricolas y
productos comerciales finales de procesamiento industrial o quimico (Bhattacharya,
2014).



1.2 Alimentos nutraceuticos y funcionales

El Dr. Stephen Defelice, quien combino las palabras "nutricion™ y "farmacéutico”,
acuid el término ‘“nutracéutico” en 1989. Los nutracéuticos son componentes
dietéticos orales que se encuentran naturalmente en los alimentos y se cree que tienen
un beneficio médico o para la salud (Souyoul et al., 2018). Se presenta en una matriz
alimentaria o no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), y que, administrada en
dosis superior a la existente normalmente en alimentos, presume un efecto favorable
sobre la salud, mayor al que posee el alimento normal. Por ende, los productos
nutracéuticos tienen la capacidad de fortalecer las condiciones saludables, sirviendo
como auxiliar en el cuidado y mantenimiento de la salud, asi como en la prevencion
de enfermedades y en la mejora de las funciones fisiologicas del organismo(Perez
Leonard, 2006).

Por otro lado, los alimentos funcionales como tal son aquellos en los que algunos de
sus componentes afectan funciones del organismo de manera especifica y positiva,
promoviendo un efecto fisiolégico o psicoldégico mas alla de su valor nutritivo
tradicional. Dicho efecto puede ser contribuir a la mantencion de la salud y bienestar,
a la disminucion del riesgo de enfermar o ambas cosas (Olagnero et al., 2007). Segun
la IFIC (Consejo Internacional de Informacion sobre Alimentos) son aquellos que
aparte de su papel nutritivo basico desde el punto de vista material y energético, son
capaces de proporcionar un efecto positivo tanto en el mantenimiento del estado de
salud como en la reduccion del riesgo de padecer una enfermedad. Cuando un alimento
funcional ayuda a la calidad y mantenimiento de la vida y salud o a la prevencion de
enfermedades por contener grandes cantidades de componentes bioactivos

beneficiosos, entonces se puede llamar nutracéutico (Perez Leonard, 2006).

1.3 Género Capsicum

El género Capsicum, cuyos frutos son conocidos comunmente como pimientos, ajies
o chiles, es uno de los 115 géneros de la familia Solanaceae, que cuenta con 40 especies
aceptadas actualmente, algunos de ellos son por ejemplo el Capsicum annuum,

Capsicum baccatum, Capsicum frutescens, Capsicum chinense, el Capsicum



chacoense, entre otros (The Plant List, 2013), Esta familia de plantas es nativa de
Ameérica e incluye vegetales como pimiento, tomate y papa. Se cree que el aji tiene sus
origenes en el area fronteriza por las montafas del sur de Brasil al este, por Bolivia al
oeste, y por Paraguay y norte de Argentina hacia el sur, como se muestra en la figura
1.1 (Bosland, 1996; Martinez Torres, 2007). Los ajies son los cultivos méas antiguos
de los nativos americanos, entre 5200 y 3400 a.C, se ha encontrado que los aztecas y
mayas lo utilizaban en practicas medicinales (Heiser, 1976). Sin embargo, su cultivo
por primera vez fue hace 6100 afios atras en las selvas tropicales de tierras bajas del
oeste del Ecuador (Perry et al., 2007). Por otro lado, Cristébal Coldn recibe el crédito
por introducir el chile a Europa y luego a Africa y Asia (Bosland, 1996).
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Figura 1.1. Origen del género Capsicum y distribucion de las especies domesticadas

de mayor uso (Martinez Torres, 2007).



Actualmente este género se cultiva en varias regiones del mundo (figura 1.2), incluidas
las regiones tropicales, subtropicales y templadas de Africa, Asia y América, asi como
en la cuenca mediterranea, gracias a su importancia economica y al valor nutricional
de los frutos. Segun las ultimos datos proveidos por la Food Agriculture Organization
of the United Nations (FAQ), en el afio 2018 Asia aport6 el 68% de la produccion
mundial de ajies, siguiéndole América con 13,7%, Africa 9,5% y Europa 8,8%(FAO,
2020).
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Figura 1.2. Cultivo de Capsicum spp en el mundo en el afio 2018 (FAO, 2020).

Segun datos oficiales de la FAO, el cultivo y la produccion de Capsicum a nivel
mundial ha ido en aumento, en el afio 2008 se produjeron 28,1 millones de toneladas
en 1,8 millones de ha y en el afio 2018 se produjeron 36,8 toneladas en 2 millones de
ha, es decir, la produccién ha aumentado 8,7 millones de toneladas en 10 afios, siendo

China continental el mayor productor a nivel mundial. Por otro lado, Paraguay produjo



6360 toneladas en el 2008 y para el 2018 la produccion fue de 10.480 toneladas (FAO,
2020).

Las especies domesticadas y por ende las mas utilizadas y estudiadas ampliamente
son el Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum frutescens, Capsicum
chinense y Capsicum pubescens (figura 1.3). En América se cultivan diferentes
especies con mayor frecuencia en ciertos lugares, tal como se muestra en la figura 1.1
(Khan et al., 2014a).

Figura 1.3. Especies de Capsicum domesticadas y mas consumidas (Parvez, 2018)

Por otro lado existen muchas otras especies silvestres, a nivel local contamos con dos
especies nativas y silvestres, conocidas como “aji o ky'yi”, cuyos nombres cientificos

son: Capsicum chacoense y Capsicum flexuosum (figura 1.4) (Elsam et al., 2018).

Figura 1.4. Frutos de especies de Capsicum nativas y silvestres del Paraguay. a)
Capsicum chacoense; b) Capsicum flexuosum (Garcia, 2011; Polini & Lopez, 2013).



1.3.1 Usos comunes y etnoboténica del Capsicum

Los frutos de Capsicum spp son utilizados principalmente en la industria alimentaria
y farmacéutica, asi como dentro de la medicina tradicional, tal como se resume en la
tabla 1.1.

Los frutos del género Capsicum o “pimientos” pueden ser picantes 0 no, y esta
propiedad de pungencia permite atribuirles diferentes usos. El pimiento es reconocido
como un cultivo de hortalizas ampliamente distribuido en el mundo (Javier & Alvarez,
2018). Las variedades de pimiento dulce y picante se incluyen en la industria
alimentaria, se consumen frescos o procesados, en diversas especialidades o como
especias y extractos denominados oleorresinas (Wahyuni, Ballester, Sudarmonowati,
etal., 2013).

A nivel industrial existen tres tipos de tratamientos post cosecha del pimiento o aji:

a) El primero consiste en un producto fresco congelado, enlatado o en escabeche.
Algunos de los tipos de vainas incluidos en este grupo son el pimiento, el
jalapefio, el serrano, el pepperoncini, la cera amarilla y el nuevo mexicano.

b) La segunda categoria consiste en aquellos utilizados como producto
deshidratado, que son utilizados como condimentos, en algunas especies
conocidos como paprika (Bosland, 1996).

c) El tercer uso que ha tomado gran impulso en los ultimos tiempos debido a la
presencia de compuestos caracteristicos, capsaicinoides y carotenoides, son la
elaboracion de oleorresinas, que sirven como colorantes y saborizantes en la
industria alimentaria y como fuente de los alcaloides del tipo capsaicinoides en
la industria farmacéutica, donde estos son utilizados como materia prima para

la realizacién de cremas (Restrepo Gallego, 2006).



Tabla 1.1. Usos comunes y etnobotanica de frutos de Capsicum spp.

Uso

Descripcion

Alimentacién

Producto fresco congelado, enlatado o en escabeche como
verdura.

Secos, como condimento.

Aditivo alimentario: Oleorresina como fuente de colorantes y
saborizantes.

Industria
Farmacéutica

Oleorresina es materia prima para extraccion de compuestos
capsacinoides para la elaboracién de cremas tdpicas.

Oleorresina para extraccion de capsacinoides para la elaboracion de

Industrial aerosoles de proteccion personal.
Tratamiento para la artritis, el reumatismo, los dolores de estdmago,
las erupciones cutaneas, mordeduras de perros y picaduras de
serpientes.
Para aumentar el calor digestivo del estomago, alivio del edema,
hemorroides, parasitos intestinales y la lepra.
Medicina Como antiespasmodicos, desinfectantes pulmonares,
tradicional contrairritantes y antitusivos.

Tépicamente, para dolor, neuropatia, cefalea en racimos, migrafa,
psoriasis, neuralgia del trigémino y Herpes zoster.
Para tratar la dispepsia, pérdida de apetito, flatulencia,
aterosclerosis, accidentes cerebrovasculares, enfermedades
cardiacas y la tension muscular.

*Elaboracion propia

El uso medicinal tradicional del género Capsicum data de la época prehispanica de

aztecas y mayas, lo cual esta bien documentado en varios codices. EI mas importante

de ellos se considera la Libellus de Medicinabilus Indorum Herbtis (Pequefio libro de

las hierbas medicinales de los indios) escrito por el curandero indigena Martin de la

Cruz en 1522 (Dominguez et al., 2015). A principios del siglo XX, los estudios de la

farmacopea botanica de los habitantes indigenas mayas de Mesoamérica informaron

sobre aproximadamente 32 usos diferentes de Capsicum spp relacionados con la salud

(Cichewicz & Thorpe, 1996), incluido el tratamiento para la artritis, el reumatismo,

los dolores de estdbmago, las erupciones cutaneas y para aliviar las mordeduras de

perros y serpientes.



Sin embargo, el uso de los frutos Capsicum no es exclusivo de América Latina, y sus
usos medicinales se han extendido por todo el mundo junto con su consumo y cultivo.
Por lo tanto, los frutos de Capsicum se mencionan en un texto clasico de la tradicion
médica tibetana, el "Blue Beryll" para aumentar el calor digestivo del estdmago y
como medicamento para el alivio del edema, las hemorroides, l0s protozoos parasitos
y la lepra (Basu et al., 2003). Ademas, en Africa se consideran antiespasmadicos,
desinfectantes pulmonares, contrairritantes (disminucion del dolor por ejercer

sensacion de calor) y antitusivos (Elujoba et al., 2006).

1.3.2 Aporte nutricional de frutos del género Capsicum

El acervo bibliografico sobre el género Capsicum se concentra en especies
domesticadas y con muchas variedades cultivadas en diferentes regiones del mundo
sobre todo en la especie Capsicum annuum, en cuanto al aporte nutricional de los
frutos, ya que tiene muchas variedades comestibles. En los frutos secos cuya humedad
varia de 4,5 a 13,0 %, se informd la siguiente composicién centesimal: proteinas de
11,7 a 21, 29%, fibra alimentaria de 18,2 a 38,8 %,lipidos totales de 2,0 a 23,6%,
carbohidratos totales de 32,9 a 65,6 %, ceniza 0 minerales totales de 4,3 a 11,1 % (Kim
et al., 2019; Otunola, Oloyede, Oladiji, & Afolayan, 2010; Simonovska, Skerget,
Knez, Srbinoska, & Kavrakovski, 2016; Tripathi & Mishra, 2009; Zou, Ma, & Tian,
2015). Sin embargo, para frutos frescos con humedad de 70,9-95,6%, la composicién
centesimal es de 0,6 a 19,3 %, de proteinas, 1,0 a 4,7% de fibra alimentaria, 0,2 a 3,7
%,de lipidos totales, 4,6 a 6,7 % de carbohidratos totales y 1,0 a 16,3% de cenizas o
minerales totales (Embaby & Mokhtar, 2011; Guil-Guerrero, Martines-Guirado,
Rebolloso-Fuentes, & Carrique-Perez, 2006; Ogunlade, Alebiosu, & Osasona, 2012;
Simonovska, Rafajlovska, Kavrakovski, & Srbinoska, 2014).

En cuanto a su perfil lipidico de los frutos de diferentes estudios de 15 variedades de
Capsicum annuum se describié una composicién rica en acidos grasos de cadena larga
como el &cido linoleico poliinsaturado (C18:2) en 36,60 a 71,55%, seguido por acido
palmitico de 12,32 a 23,00 % y otros como &cido laurico (0,14 - 2,10%), acido
miristico (1,33 - 3,77%), &cido palmitoleico (0,62 - 1,56%), acido estearico (3,15-



9,91%), acido oleico (8,22- 12,98 %), &cido linolénico (0,55 — 19,02%) y acido
araquidénico (0,56 a 0,70%) (Ananthan, Subhash, & Longvah, 2018; El-sayed
Embaby & Mohamed Mokhtar, 2011; Kim, Lee, Baek, Soo Yun, et al., 2019).

También se ha descrito el perfil de aminoécidos en frutos de C. annuum, C. frutescens
y C. chinense, donde los rangos de aminoacidos esenciales, expresados como % de
proteina, variaron de la siguiente manera: cistina del 0,97 a 5,54, histidina de 0,48 a
1,8; isoleucina de 0,48 a 4,00; leucina de 0,91 a 7,8; lisina de 1,03 a 3,5, metionina de
1,03 a 3,50; fenilalanina de 1,26 a 2,7; treonina de 0,81 a 3,2; tirosina de 0,80 a 1,50 y
valina de 0,15 a 3,00. Por lo tanto, estos frutos tienen como aminoéacidos limitantes a
la cisteina y la metionina. Por otro lado, los aminoacidos no esenciales mayoritarios
son el acido glutamico (2,41 a 17,5 %) y acido aspartico (2,03 a 23,00 %) (Ananthan
et al., 2018; Embaby & Mokhtar, 2011; Kim et al., 2019; Zou et al., 2015).

Ademas, se ha descrito que estos frutos de pimiento representan una rica fuente de
acido ascorbico. Los niveles de vitamina C en los genotipos de pimiento pueden variar
de 43 - 247 mg / 100 g en peso fresco y pueden contribuir desde50% a méas del 100%
de la Ingesta Diaria Recomendada (IDR) de esta vitamina (Wahyuni, Ballester,

Sudarmonowati, et al., 2013).

Por otro lado, también se ha descrito la presencia de antinutrientes en frutos de C.
annuum, por ejemplo el acido fitico (2,88 g/100 g), inhibidores de tripsina (2,20 g/100
g) y taninos (2,89 mg/g) (El-sayed Embaby & Mohamed Mokhtar, 2011), los cuales
interfieren con la biodisponibilidad de minerales y proteinas.

1.3.3 Metabolitos secundarios del género Capsicum

Los frutos de pimiento son una importante fuente de capsaicinoides, carotenoides
(algunos de ellos con actividad de provitamina A) y polifenoles como los flavonoides.
La cantidad y composicion de estos metabolitos varian entre los genotipos y se ven
afectados por muchos factores, como la madurez, los sistemas de cultivo y los métodos

de procesamiento(Wahyuni, Ballester, Tikunov et al., 2013).

La presencia de algunos de estos metabolitos puede funcionar como un mecanismo de

defensa general contra diversas tensiones bidticas y abioticas, por ejemplo, la pimienta
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contiene polifenoles tales como O-glucosidos de feruloilo, O-pentosildihexoésidos de
kaempferol y O-hexosas de dihidroxiflavona que pueden actuar como fitoanticipinas
o barrera quimica contra agresores de los frutos tras la infeccion con el hongo
Colletotrichum gloeosporioides, que produce la antracnosis (enfermedad de algunas
plantas producidas por este hongo) (Park et al., 2012). Por otro lado, se sugiere que la
capsaicina actia como uno de los mecanismos de defensa de las plantas de pimiento
contra los animales frugivoros (animales que se alimentan de plantas) y hongos del
género Fusarium (Schulze & Spiteller, 2009). La actividad antioxidante de los
compuestos polifendlicos, como los derivados del acido cinamico y los flavonoides,
hacia los radicales libres y el oxigeno reactivo y su potencial actividad anticancerigena,
como la antiproliferacion, llaman la atencion sobre su posible papel protector de la

salud en la dieta humana (Tundis et al., 2011).

1.3.3.1 Capsaicinoides

Los capsaicinoides son compuestos tipo amidas producidas por especies de Capsicum,
estos metabolitos secundarios son responsables del sabor fuerte y picante de las frutas,
también conocido como pungencia. Los capsaicinoides consisten en compuestos que
difieren en la estructura de los restos de acido graso ramificado (acilo) unidos al anillo
de benceno de vanililamina (tabla 1.2). Estos compuestos son capsaicina,
dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina y homocapsaicina. Cualquier variacion en las
estructuras quimicas de los capsaicinoides, incluida la estructura del resto acilo, afecta
el grado y el nivel de la acidez. La capsaicina y la dihidrocapsaicina son los dos
capsaicinoides principales que se encuentran en los pimientos picantes, y representan

mas del 90% de los capsaicinoides totales (Wahyuni, Ballester, Tikunov, et al., 2013).

Los capsaicinoides se sintetizan en la placenta de las frutas mediante una condensacion
enzimatica de vanililamina y acidos grasos de cadena ramificada de longitud media.
La vanililamina se origina en la via de los fenilpropanos, y el acido graso de cadena
ramificada deriva del metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada (Mazourek

et al., 2009). La enzima clave que conduce a la produccién de los capsaicinoides son



11

la capsaicina sintasa (CS), una enzima aciltransferasa implicada en la condensacion de

vanililamina con el resto de acidos grasos de cadena corta (Stewart et al., 2007).

Los niveles de capsaicinoides totales se pueden convertir en unidades de calor Scoville
(SHU), una medida de la acidez desarrollada por Wilbur Scoville (Scoville, 1912). El
namero de unidades Scoville es igual a nmero aproximado de veces que un extracto
de pimienta necesitaria ser diluido para que la especia sea imperceptible. Por
definicion, una parte por millén (ppm) de capsaicina tiene una acidez de 15 SHU
(Horwitz, 2000). Scoville clasifico en cuatro grupos de niveles de pungencia como se

puede observar en la tabla 1.3.

Los niveles de produccién de capsaicinoides y la abundancia relativa de capsaicinoides
en varios cultivares de pimiento estan determinados, al menos en parte, por diferencias
genéticas y ambientales en la expresion de genes de la ruta metabdlica de la sintesis
de capsaicinoides como la fenilalanina amoniaco liasa (Pal), acido cinamico 4-
hidroxilasa (C4h), acido caféico O-metiltransferasa (COMT) y los genes 3-ceto-acil-
ACP sintasa (Yazawa et al., 1989). Se ha informado de un grupo de sustancias
similares a los capsaicinoides no pungentes llamadas capsinoides, en el pimiento
dulce; C. annuum, que se deriva de una variedad de pimiento picante tailandés, CH-
19 (Kobata et al., 1998). Los capsinoides tienen los mismos dos componentes basicos
que los capsaicinoides (un nucleo de vanililo unido a un resto de &cido graso) pero
estan conectados a través de un éster en lugar de un enlace amida (tabla 2.2). Sobre la
base de la estructura de su resto de acido graso, estos analogos se han denominado
capsiato, dihidrocapsiato y nordihidrocapsiato (Eich, 2008). El capsiato, es similar a
la capsaicina, es el compuesto principal que se encuentra en las frutas dulces de

pimientos y es un millar veces menos picante que la capsaicina (Kobata et al., 1998).
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Tabla 1.2. Estructuras quimicas y niveles de acidez de capsaicinoides y derivados de

capsinoides
. Scoville
Compuesto gblirI]:t?\r/];I Heat Estructura quimica
Units
Capsaicina °
15.000.00 wo F
69% 0 :©/\NH
\O
Dihidrocapsaicina it
15.000.00 wo
22% 0 Q/\NH
\O
(6]
HO
Norhidrocapsaicina 7% 9.100.000 :@AN“
~
(0]
j\/\/\/\)\
Homohidrocapsaicina 1% 8.600.000 t@/\w N
N
[e]
j\/\/\/\)\
Homocapsaicina 1% 8.600.000 HO:Q/\NH \
~N
[¢]
o
o-hidroxicapsaicina - HO:Q/\NHM/
\O HO
(@]
CapSiatO _ HO:@/\OM
\O
(@]
Dihidrocapsiato ) HO:@/\OM
\O
(o]
Norhidrocapsaiciato - HODAO)M
\O

Fuente: Wahyuni, Ballester, Sudarmonowati, et al., 2013

Tabla 1.3. Niveles de pungencia en SHU

Nivel Rango de SHU
Leve 0-5000
Moderado 5000-20 000
Alto 20 000-70 000

Extremadamente alto

70 000-300 000

Fuente: Eich, 2008
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1.3.3.2 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo importante de pigmentos responsables de los atractivos
colores de muchas flores y frutas y también juegan un papel importante en la atraccién
de polinizadores y dispersores de semillas. Ademas, son componentes esenciales de la
maquinaria fotosintética y estan involucrados en muchos procesos relacionados con la
fotosintesis, como el ensamblaje del fotosistema, la recoleccion de luz, la
fotoproteccion, la fotomorfogénesis y el enfriamiento no fotoquimico (DellaPenna &
Pogson, 2006). EI género Capsicum es una de las fuentes mas ricas de carotenoides
entre cultivos de hortalizas. Los colores de los pimientos, que son verdes, rojos,
amarillos, marrones, naranjas y salmones, se derivan de los carotenoides, a excepcion
del pimiento con frutos morados. En el caso de los pimientos con frutos morados, las
antocianinas (derivados flavonoides) contribuyen al color parpura (Lightbourn et al.,
2008).

Los frutos de pimiento inmaduros contienen clorofilas y carotenoides, como luteina,
violaxantina y neoxantina. Durante la maduracion, los cloroplastos se degeneran en
cromoplastos y dan lugar a los carotenoides coloreados (Egea et al., 2010). Los
principales carotenoides en los pimientos de frutos rojos son la capsantina y la
capsorrubina (Tabla 1.4), ambos carotenoides exclusivos del género Capsicum.
Mientras que la violaxantina, el f-caroteno, la luteina, la antheraxantina y la zeaxantina
son los pigmentos méas importantes en los pimientos de frutos amarillos (Tabla 1.4).
Los pimientos de color marron contienen clorofila en las frutas inmaduras y

carotenoides en la fruta madura (Loizzo et al., 2015; Pugliese et al., 2014).

La variacién en el color naranja en las frutas de pimiento se debe a los diferentes
perfiles de carotenoides. Algunos cultivares de frutos de color naranja, por ejemplo,
Numex Sunset y Habanero, contienen los mismos perfiles de carotenoides que en los
pimientos rojos, pero los niveles de estos metabolitos secundarios son mas bajos en

los pimientos de color naranja(Guzman et al., 2011).
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Tabla 1.4 Estructuras de carotenoides comunes en frutos del género Capsicum.

Carotenoide

Estructura

Capsantina

Capsorrubina

-caroteno D YV e e e e S
_wOH
Luteina A Ve Y Y e e P N
HO
WOH
Zeaxantina A VO Y0 Y U e e e N
HO
. . (]
Violaxantina

Antheraxantina

OH

HO

Fuente: National Center for Biotechnology Information, 2020

1.3.3.3 Flavonoides

Los flavonoides forman parte de un grupo grande de metabolitos secundarios de las

plantas, que comparten el mismo esqueleto basico, el nicleo flavanico (figura 1.5),

que consta de dos anillos aromaticos con seis atomos de carbono (anillos A y B)
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interconectados por un heterociclo que incluye tres dtomos de carbono (anillo C).
Segun las modificaciones del anillo C central, se pueden dividir en diferentes clases
estructurales como flavanonas, isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavan-3-oles y

antocianinas (Dewick, 2009).

Hay diferentes tipos de estos metabolitos en los frutos de Capsicum, por ejemplo, en
los frutos de C. annuum, se encuentran cuatro glucosidos de quercetina, a saber,
quercetina 3-O-ramnosido-7-O-glucosido, quercetina 3-O-ramnosido y quercetina 3-
O-glucosido- 7-O-ramnosido con glucésido ramnosido unido ya sea en la posicion C-
3 0 C-7. Ademas, cinco tipos de luteolina C-glucosidos; luteolina 8-C-hexosido,
luteolina 6-C-hexosido, luteolina 6-C-hexosido-8-C-pentosido, luteolina 6-C-
pentosido-8-C-hexosido y luteolina El 6,8-di-C-hexosido junto con dos O-glucdsidos
de luteolina, luteolina 7-O- (2-apiosil) -glucésido y luteolina (apiosil-acetil) -
glucésido también se han identificado en el pericarpio de los pimientos. Ademas, dos
apigenina C-glucosidos también se identificaron como apigenina 6-C-pentosido-8-C-

hexosido y apigenina 6,8-di-C-hexosido (Wahyuni, Ballester, Tikunov, et al., 2013).

Figura 1.5. Estructura basica de los flavonoides.

1.3.3.4 Saponinas
Las saponinas son glucésidos que, incluso a bajas concentraciones, producen espuma
en solucion acuosa, porque tienen propiedades tensioactivas similares a jabones. El
nombre proviene del latin sapo, que significa jabdn, y los materiales vegetales que
contienen saponinas se usaron originalmente para limpiar la ropa (Dewick, 2009).
Se ha reportado la presencia de saponinas en los frutos de C. baccatum (Von Borowski

et al., 2019). Ademas se ha elucidado estructuras de saponinas (figura 1.6) presentes
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en los frutos de C. annuum como capsicosido A, capsicosido B y capsicosido C,
mostrando actividades antimicdticas frente a varios a hongos (lorizzi et al., 2002). Por
otro lado la saponina CAY-1 fue aislada de los frutos de C. frutescens teniendo

actividad antifungica frente a varios hongos (De Lucca et al., 2002).

oH

HO

Capsicoside A Capsicoside B OH

Capsicoside C CAY-1 OH

Figura 1.6. Estructuras de saponinas encontradas en frutos del género Capsicum.
Fuente: National Center for Biotechnology Information, 2020.

1.3.4 Actividades biologicas del Capsicum

Las especies de Capsicum poseen varias actividades biolégicas descritas tales como:
antiinflamatoria, inmunomoduladora, antioxidante, antibacteriana, antihelmintica, anti
viral, anti reumatica, anti diabética, anti cancerigena, antiulcerosa, anticoagulante,
analgésica, hipocolesterolemica, hepatoprotectora, antifungica y muchas otras (Javier
& Alvarez, 2018; Khan et al., 2014a; Parvez, 2018), detalladas a continuacion:
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1.3.4.1 Actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora

Varios autores han demostrado que la capsaicina y otros compuestos capsaisinoides
tienen propiedades antiinflamatorias, como la inhibicion de la produccion de
mediadores proinflamatorios como IL-6, TNF, PGE2 y Oxido nitrico. La capsaicina
muestra una inhibicion significativa de la produccion de PGE2 inducida por
lipopolisacaridos de una manera dependiente de la dosis en la produccion de moléculas
inflamatorias (Zimmer et al., 2012). Por otro lado, en Capsicum annuum se evalud la
capacidad antiinflamatoria por inhibicion de la enzima lipoxigenasa (LOX), donde un
mayor porcentaje de inhibicion de LOX se observo en el pimiento verde (46.12%)
seguido de pimiento amarillo (44.09%) y del rojo (32.18%) (Jolayemi & Ojewole,
2014). También extractos etanolicos y butandlicos de Capsicum baccatum presentan
una actividad antiinflamatoria significativa hacia el modelo de pleuresia inducida por

carragenina en ratones(Nair & G., 2014; Zimmer et al., 2012).

Se investigaron los efectos inmunoldgicos de los extractos de pimiento rojo (Capsicum
annuum L.) y su picante principal capsaicina en la produccion de citocinas T helper 1
(Thl) y 2 (Th2) en células de parche de Peyer (PP) murinas cultivadas in vitro y ex
vivo. La administracion directa de extracto de pimiento (1 y 10 pg/ml) y capsaicina (3
y 30 mM) dio como resultado la supresion de la produccion de interferon (IFN) -gama,
interleucina (IL) -2, IL-4 e IL-5. Se piensa que las células dendriticas, un tipo de
células clave en las respuestas inmunes, tienen el receptor de capsaicina, y el
compromiso de este receptor tiene poderosas consecuencias inmunes (Takano et al.,
2007).

1.3.4.2 Actividad antioxidante

Entre los metabolitos secundarios del pimiento, los carotenoides funcionan como
compuestos colorantes y exhiben un papel importante para proporcionar proteccion
contra las células y los tejidos de las especies nocivas de oxigeno reactivo (ROS),
actuando como captadores de oxigeno molecular singlete, radicales perdxilo y especies
de nitrogeno reactivo (RNS). No obstante, gran parte de la actividad antioxidante total

estéd relacionado con el contenido fenolico y no solo del contenido de vitaminas y
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carotenoides (Morales-Soto et al., 2013; Mudric et al., 2017). Generalmente, en C.
annuum, C. frutescens y C. chinense, la concentracion de constituyentes antioxidantes
(carotenoides, flavonoides, acidos fenolicos y acido ascorbico) aumenta durante la
maduracion del fruto junto con la actividad antioxidante determinada in vitro (Howard
et al., 2000). La capsaicina también ha demostrado un potencial antioxidante
comparable al del butilhidroxianisol (BHA), al poder proteger la oxidacion de la
lipoproteina humana de baja densidad (LDL), inhibir la peroxidacion lipidica inducida
por iones de cobre disminuyendo la formacién de sustancia reactiva al acido
tiobarbitdrico (TBARS) (Grandgirard et al., 2002). Se han realizado estudios de
actividad antioxidante in vitro en varias especies de Capsicum, donde todos
demostraron poseer una alta actividad antioxidante, ademas de un alto contenido de
fenoles totales, probablemente flavonoides (Loizzo et al., 2015; Meckelmann et al.,
2015; Mudric et al., 2017). También se han realizado estudios in vivo, donde se evalu6
la proteccion contra la lesion hepatica inducida por tetracloruro de carbono en ratas
tratadas durante 8 semanas, mostrando un efecto hepatoprotector mediante
disminucion de la generacion de malondialdehido, induccion de sistemas antioxidantes
(superoxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa ) e inhibicién de la caspasa-
3 activa (Hassan et al., 2012).

1.3.4.3 Actividad antibacteriana

Se ha informado que los pimientos o ajies exhiben actividad antimicrobiana
significativa contra muchos microorganismos como Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Adamu et al., 2005). Se
describe que el extracto metandlico de pimiento rojo es eficaz contra Vibrio cholerae
resistente a multiples farmacos (‘YYamasaki et al., 2011). Los péptidos antimicrobianos
aislados del pimiento se han encontrado efectivos contra algunos tipos de levadura
como Candida cerevisiae, Kluyveromyces marxiannus, Pichia membranifaciens,
Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Candida parapsilosis y Candida
albicans (Yamasaki et al., 2011).

En un trabajo realizado por Kalia et al. (2012) encontraron que la capsaicina actla
como inhibidor de la bomba de flujo de salida NorA de S. aureus. Por otro lado

Chatterjee et al. (2010) determinaron que el extracto metandélico del chile rojo y la
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capsaicina purificada inhibe la produccién de toxina (CT) en V. cholerae, causante de
la enfermedad del colera. En otro experimento se determind que la capsaicina inhibid
el crecimiento de H. pylori de una manera dependiente de la dosis a concentraciones

superiores a 10 pug / mL (Jones et al., 1997).

La actividad antibacteriana de Capsicum annuum también se evalud frente a bacterias
patogenas aisladas del tracto urinario (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa y E. coli) a una concentracion entre 5-10 mg/mL (Jones et al., 1997).

1.3.4.4 Actividad antihelmintica

Recientemente se ha investigado la actividad antihelmintica de algunas especies de
Capsicum en diferentes modelos que utilizan gusanos analogos a los helmintos
intestinales, causantes de parasitosis en humanos. Por ejemplo, Kamal et al., (2015)
comprobaron una buena actividad antihelmintica del extracto metandlico de frutos de
Capsicum frutescens L. frente a los gusanos Tubifex tubifex. También Vinayaka et al.,
(2013) reportaron una leve actividad antihelmintica de las hojas de C. frutescens

utilizando la lombriz Pheretima posthuma.

1.3.4.5 Otras actividades

Los capsaicinoides y otros compuestos bioactivos de Capsicum parecen tener otros

beneficios para la salud cuando se analizan en modelos animales;

e Una suplementacién con capsaicina puede mejorar las actividades fisicas en
los animales de experimentacion (rendimiento, fuerza y resistencia) al
aumentar el contenido de glucogeno vivo. Ademas, puede mejorar algunos
parametros de fatiga relacionados con el ejercicio(Hsu et al., 2016).

e Los capsaicinoides pueden disminuir el colesterol total en plasma, reducir la
formacion de placa aterosclerdtica y relajar la arteria adrtica aumentando la
excrecion fecal de esteroles acidos en hdmsteres alimentados con dietas ricas
en capsaicinoides. Ademas, puede modular los lipidos plasmaticos y poseer

una actividad vascular beneficiosa (Huang et al., 2014).
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También se han realizado estudios en poblaciones dirigidas:

e Lapresenciade ajies picantes en la dieta normal se ha relacionado con un mejor
nivel de hierro en la poblacion adulta de 25 a 75 afios en China (Li et al., 2014).
e Un estudio dirigido a examinar varios tratamientos para la osteoartritis de
rodilla en humanos mayores informé que la capsaicina, oral o localmente,
reduce el dolor de la artritis reumatoide, el calor inflamatorio y la hiperalgesia

quimica nociva (Fraenkel et al., 2004).

1.4 Boténica y caracteristicas de Capsicum chacoense

El Capsicum chacoense es una especie nativa y silvestre que crece principalmente en
la ecoregidn del Chaco que abarca los paises de Paraguay, Argentina, Bolivia y Brasil,
también se ha visto crecer en otras regiones fuera del Chaco en estos mismos paises.
Es conocido cominmente como “aji del monte” para la lengua castellana, sin embargo,
como es consumido principalmente por los indigenas posee diferentes denominaciones
dependiendo el dialecto indigena como ky'yi para los guaranies o las personas que
utilizan el idioma oficial del Paraguay (Elsam et al., 2018), “natehxet” para los Enxet
(Polini & Lopez, 2013), como “pohnon” para los Toba y Pilagi (Suarez, 2019), como
“quitucho” para la comunidad comechigona de Cdérdoba(Saur Palmieri & Geisa,
2019), como “chimaxara” para los Mogoit (Rosso & Scarpa, 2017), como

“awarafiinki’” para los Tapiete (Montani & Scarpa, 2016).

1.4.1 Taxonomia y botanica

En el afio 1950 el investigador Armando T. Hunziker, estudio exhaustivamente
especies de Capsicum nativos de Argentina y Paraguay, en su informe explica que la
especie conocida hasta entonces como Capsicum annuum L. var. frutescens pasaba a
[lamarse Capsicum chacoense, realizando una descripcion botanica detallada de la
especie en su dibujo como se observa en la figura 1.7 (Hunziker, 1950). Entonces la

taxonomia de esta quedd de la siguiente manera:

e Reino: Plantae
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e Orden: Solanales
e Familia: Solanaceae
e Geénero: Capsicum

e Especie: C. chacoense Hunz.

El C. chacoense es facilmente reconocible y distinguible de otras especies, como se
observa en la figura 1.8. Forma arbustos de aproximadamente 70 a 100 cm de alto, con
numerosas y delgadas ramas, que se vuelven moradas y lefiosas. Tiene hojas
pecioladas de color verde grisaceo en forma de corazén, laminas de 2-6 x 0,5-2,5 cm,
angostamente ovaladas. El brote se ramifica después del nodo 15-20, y tiene flores
solitarias con corola blanca como la nieve, anteras amarillas y dientes largos de céliz
del,2-2 mm, con 10 apéndices lineares y fruto tipo baya de forma eliptica, que mide 1
cm en el hombro y 2-3 cm de longitud, color rojo que se ablanda cuando madura,
picante, pedicelo fructifero erecto. Semillas de color castafio (Elsam et al., 2018;
Hunziker, 1950; Polini & Lopez, 2013; Rosso & Scarpa, 2017).

Figura 1.7. Primer dibujo botanico de C. chacoense. A, fruto; B, gineceo; C, ramita;
D, céliz; E, corola desplegada. Aumentos: Excepto A (que tiene su propia escala de 1
cm a su derecha), todos los dibujos deben compararse con la linea inferior, que
equivaleal cmparaC,yal mm paraB, Dy E (Hunziker, 1950).
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Figura 1.8. Imégenes de Capsicum chacoense. a) frutos maduros en el arbusto, b) flor
y fruto inmaduro, c¢) dibujo botéanico (Elsam et al., 2018; Polini & Lopez, 2013).

1.4.2 Distribucidn geografica de C. chacoense

La especie Capsicum chacoense crece de forma silvestre principalmente en la
ecoregion del Chaco en los paises de Paraguay, Argentina y Bolivia. Aunque se ha
informado de su presencia en lugares a las afueras del Chaco, como en Cdérdoba,
Misiones en Argentina, o la Region Oriental del Paraguay(Budakert, 2006; Elsam et
al., 2018; Hunziker, 1950). Su habitad natural es el sotobosque de bosques claros,
bordes de bosque, en sabanas y en sitios moderadamente modificados, sobre suelos

subhtimedos o secos(Elsam et al., 2018).

En Paraguay posee un area de ocupacion 224 km? encontrandose en peligro de
extincidn, sin embargo, el area de extensidn de ocurrencia (area proyectada para esta
especie) es de 297 785 Km?, por lo que se considera como una especie de preocupacion
menor, segln el criterio B de la Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN). Se encuentra ampliamente distribuido por todo el territorio
paraguayo (Figura 1.9), principalmente en la Regién Occidental o Chaco Paraguayo,
habiendo un mayor registro en esta region en el Dpto. de Boquerdn. Ademas se ha
informado que se recolectaron ejemplares de los Departamentos de la Region Oriental:
Alto Parana, Amambay, Caazapa, Canindeyu, Central, Concepcion y Paraguari(Elsam
etal., 2018).
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Figura 1.9. Distribucién geogréfica de Capsicum chacoense (Elsam et al., 2018).

1.4.3 Etnobotéanica

Los frutos de C. chacoense son ampliamente utilizados en la alimentacion nativa de la
region, ya sean frescos o secos, como verduras o condimentos (Javier & Alvarez,
2018), estudios previos en la region chaquefia mencionan su uso como condimento
para carnes, sopas de pescado y ensaladas por las tribus Enxet, Ayoreos, Tapiete y
otros. Por ejemplo, Montani et al (2018) describen que el C. chacoense es una de las

principales especies utilizadas por los Tapiete como se observa en la figura 1.10.

El principal uso descrito es como condimento, después de un secado al sol y molido
artesanal de las bayas posiblemente en mortero de madera, tipicos de las tribus
indigenas, dando un inconfundible sabor chaquefio a las comidas (Elsam et al., 2018;
Hunziker, 1950; Montani & Scarpa, 2016; Polini & Lopez, 2013; Rosso & Scarpa,
2017; Saur Palmieri & Geisa, 2019; Suéarez, 2019).
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IMPORTANCIA DE LAS ESPECIES NATIVAS SEGUN NUMERO DE USOS

- d
=
>
=3
=,
&
o
=3
o

Prosopis aff. elata
Anisocapparis speciosa
Araujia odorata
Ziziphus mistol
Geoffroea decorticans
Funastrum clausum
Passiflora cincinnata
Prosopis nigra x P, elata
Acmella oppositifolia
Capsicum chacoense
Passiflora mooreana
Sarcotoxicum salicifolium

Cynophalla retusa

Stetsonia coryne

o
—
~
w
&~
w
o

N2 DE USOS

Figura 1.10. Namero de usos por especie botanica por los Tapiete. (Montani & Scarpa,
2016).

En cuanto a sus aplicaciones medicinales, reportes etnobotanicos sobre la especie
hacen alusion a su uso popular contra afecciones como artritis, reumatismo, dolores de
estdbmago, erupciones en la piel y para aliviar dolores de mordeduras de perros y
serpientes (Pharmacoidgy & Cichewicz, 1996) en preparaciones tipo ungiientos y una
curiosa aplicacion para el tratamiento de infecciones en el 6rgano reproductor de los
caballos machos (Martinez & Barboza, 2010; Scarpa, 2000, 2004).

1.4.4 Antecedentes de composicién quimica y actividad biolégica

En Capsicum chacoense se ha estudiado el contenido de B-caroteno, carotenoides,
polifenoles totales, flavonoides y capsacinoides como se detalla en la tabla 1.5. Sin
embargo, informacion sobre su composicion centesimal, contenido de vitamina C, y
minerales son limitados en la literatura regional. Es sabido que la composicion quimica
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de los frutos puede variar dependiendo de factores ambientales y genéticos, como se
ha demostrado en estudios realizados en otras especies de Capsicum (Maharijaya et
al., 2019; Topuz & Ozdemir, 2007).

Tabla 1.5. Antecedentes de composicion quimica de C. chacoense.

Determinacion Resultado Referencia

Fenoles totales (mg 1600-2100 (Loizzo et al., 2015)
GAE/ 100 g de peso

fresco)

Flavonoides totales 0,5-1,5 (Loizzo et al., 2015)
(mg/100 g peso

fresco)

Carotenoides  (ug/g 633 (Wall et al., 2001)

peso seco)

[-caroteno (ng/g 137-36 660 (Pugliese et al., 2014; Wall et al.,
peso seco) 2001)

Capsaicina (mg/100 13,9-200 (Loizzo et al., 2015; L6pez et al.,
g peso fresco) 2012)
Dihidrocapsaicina 50-60 (Loizzo et al., 2015)
(mg/100 g peso

fresco)

Se ha descrito su actividad antioxidante midiendo la concentracion efectiva media para
la inhibicién del radical ABTS (IC50), se encontr6 que la ICso en el extracto
metanolico de los frutos frescos del C. chacoense es de 138,85 pg/mL. Por otro lado,
también se encontrd que los extractos metandlicos y butanolico de los frutos de C.
chacoense poseen una actividad antiinflamatoria en el modelo de induccion de edema

por carragenina en ratones (Lépez et al., 2012).

1.4.5 Antecedentes de interés agronémico.

En investigaciones agrondmicas se han descrito genes en C. chacoense que confieren
resistencia a patdgenos comunes como; Xanthomonas euvesicatoria, tobavirus, virus
mosaico del tabaco, virus moteado suave de la pimienta, entre otros, que son insertados

en el genoma de otras especies del género Capsicum u otras de la misma familia, para
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conferir resistencia a estos patdgenos (Gassmann et al., 2000; Gilardi et al., 2004; Ibiza
etal., 2010; Leister et al., 2005; Tai et al., 1999).

Las plantas no pungentes (pun-2) de C. chacoense dominan las poblaciones en
regiones secas de baja elevacion y, a medida que aumenta la elevacion, las plantas con
estas caracteristicas de pungencia predominan en las poblaciones. Recientemente,
estos patrones mostraron una importante correlacion con la proteccién contra la
infeccion por hongos. Se ha demostrado que la proporcidn de plantas picantes en las
poblaciones de C. chacoense aumenta a medida que aumenta la humedad en las
regiones, mientras que la caracteristica de acidez es menos ventajosa, observada en
ambientes con poca humedad, donde el riesgo de infeccion por hongos es menor
(Stellari et al., 2009).

El fruto de C. chacoense tiene un gran potencial para la alimentacion, la agricultura,
la industria alimentaria y la nutracéutica, sin embargo, la informacion sobre el aporte
nutricional, perfil de metabolitos secundarios o actividad bioldgica de esta especie
silvestre en Paraguay es escasa y los reportes aislados en la literatura actual sobre
especies nativas y en especial de Capsicum chacoense a nivel regional, limita su
utilizacion y aprovechamiento en la alimentacion, asi como en la industria
farmacéutica o alimentaria. Considerando el potencial que posee esta especie como
fuente de antioxidantes, actividad antibacteriana, antiparasitaria e inmunomoduladora,
es de interés ademas caracterizar su potencial nutricional y describir su potencial uso

en nutracéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la composicion quimica y potencial nutracéutico del fruto de Capsicum

chacoense Hunz de Alto Paraguay.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar la composicion centesimal y minerales del fruto de C. chacoense
Hunz de Alto Paraguay.

- Determinar el perfil fitoquimico de C. Chacoense Hunz de Alto Paraguay.

- Determinar el contenido de capsacinoides y nivel de pungencia del fruto de C.
chacoense Hunz de Alto Paraguay.

- Determinar la toxicidad aguda del extracto metandlico del fruto de C.
Chacoense Hunz de Alto Paraguay

- Determinar el potencial antioxidante del fruto de C. chacoense Hunz de Alto
Paraguay.

- Determinar la actividad antihelmintica in vitro del extracto metanolico del fruto

de C. chacoense Hunz de Alto Paraguay.
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3.1. Disefno
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Se realizé un estudio descriptivo con componente analitico para la evaluacion de la

composicion quimica y potencial antioxidante y la evaluacion de actividades

bioldgicas tuvo un disefio experimental (Figura 3.1).

Composicion centesimal
(Dpto. de Bgca. de Alimentos

- Proteinas totales

- Carbohidratos y azucares
totales

-Lipidos totales

Anélisis de composicion
quimica

Minerales
(Dpto. de Bgca. de Alimentos)

-Fibra alimentaria
- Humedad
-Cenizas

F\Valor calérico

Na, K, Ca, Mg, Fe, P,

7n, Mn, Cu.

Perfil fitoquimico
(Dpto de Fitoquimica)

Toxicidad aguda

=1 (Dpto. de
Farmacologia)

Contenido de capsacinoides
(Dpto de Bgca. de Alimentos)

Andlisis del potencial
nutracéutico.

Actividad antihelmintica
(Dpto. de Fitoquimica)

Coleccion de muestras de C. chacoense, tal cual como son utilizadas

Potencial antioxidante
(Dpto. de Bgca. de Alimentos)

Capacidad
antioxidante total,
fenoles totales,

Figura 3.1. Esquema de analisis a realizar y ensayos a realizados.

carotenoides
totales y p-
caroteno.
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3.2. Muestreo y procesamiento

Las muestras de frutos de Capsicum chacoense fueron colectadas de plantas
silvestres, en el mes de marzo del 2019 en el Dpto. de Alto Paraguay, cuyas
coordenadas geogréficas (figura 3.2) fueron: S -21° 08,814; W -59° 25,879 para la
muestra conocida como “Estancia”, ya que fue colectada alrededor de una estancia
y S -21° 14,360; W -59° 33,455 para la muestra conocida como “Ayoreo”, ya que
fue colectada alrededor de un asentamiento Ayoreo (Anexo Al).

Las muestras fueron colectadas en el marco del “Proyecto Por Nuestro Gran
Chaco Sustentable: Participacion activa en modelos de gestion territorial para la
conservacion ambiental integrada con la produccion sostenible”, ejecutado por
COOPI-Cooperazione Internazionale en consorcio con la FCQ-UNA dentro de la
convocatoria de la Union Europea “Conservacion, uso sostenible y buen gobierno

de la biodiversidad en cuatro biomas vulnerables en el centro de América del Sur”

(EuropeAid/154653/DD/ACT/Multi).

$-21°08,8

Paraguay ‘

e} Gouogle

Z i
Figura 3.2. Geolocalizacién de los puntos de muestreo para las muestras Estancia

y Ayoreo.

Paralelamente al muestreo se realizaron materiales de herbario para la
identificacion botanica en el Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas (Index
Herbariorum), del Departamento de Botanica depositados bajo los codigos 57531
y 57530, para las muestras Estancia y Ayoreo respectivamente (Anexo, A2).

El muestreo fue por conveniencia, los frutos enteros (pedunculo, pericarpio,

semilla y placenta) se cosecharon manualmente de plantas silvestres y se secaron
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al sol por los lugarefios, procedimiento habitual utilizado por los indigenas. Las
muestras secas fueron transportadas en medios adecuados en tiempo y forma a los
laboratorios de la Direccidn de Investigacion de la Facultad de Ciencias Quimicas
Campus Universitario, San Lorenzo, donde fueron conservadas a -20°C hasta su
utilizacion. Para las determinaciones las muestras fueron molidas en un
homogenizador de alimentos marca Severin ® (Sundern, Alemania), hasta
obtencion de muestra con particulas finas y homogéneas. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3 Equipamientos y reactivos

Los equipamientos utilizados en el presente trabajo fueron:

- Homogenizador de alimentos tipo molinillo de café (Severin®, Sundern,
Alemania).

- Congelador vertical a -20°C modelo WVG28HKDWX 280 L (Wirpoool ®,
Brasil).

- Balanza analitica modelo XM-60 HR (Precisa ®, Dietlkon, Suiza).

- Equipo Kjeldahl (Gerhardt ®, Sao Paulo, Brasil).

- Equipo Soxhlet (Gerhardt ®, Sao Paulo, Brasil).

- Equipo evaporador rotativo a presion reducida (Quimis ®, Brasil).

- Equipo evaporador rotativo con alta presion marca ® (Cole-Parmer, Ucrania).

- Bafo de agua termostatizado con agitador horizontal modelo 25 (Presicision
®, Ohio, USA).

- Bafio ultrasénico modelo Ultrasons H-D (J.P. Selecta ®, Barcelona, Espafia).

- Estufa de conveccion modelo E-394/2 (Tecnal ®, Sao Paulo, Brasil).

- Homogenizador vortex Automatic mixer S-100 (Taitec, Koshigaya, Japén).

- Centrifuga refrigerada Neofuge 15R (Heal Force ®, China).

- Placa calefactora modelo Cole-Parmer ® (Bibby Scientific, Ucrania).

- Mufla, modelo D-2804 (Naber ®, Bremen, Alemania).

- Espectrofotometro UV-Vis 1800 (Shimadzu Corporation®, Tokyo, Japon).

- Espectrometro de absorcion atémica de llama AA 6300 (Shimadzu

Corporation, Tokyo, Japén).
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Equipo de HPLC, con bomba modelo LC-20AT, autoinyector modelo SIL-20A,
modulo de comunicaciones modelo CBM-20A, horno modelo CTO-10A,
detector PDA modelo SPD-AYOREOOA (Shimadzu Corporation ®, Tokyo,
Japon.

Columna C18 00G-4041-E0 tipo Luna ®, de 250x4,6 mm, 5um y 100 A

(Phenomenex Inc., Torrance, USA).

Los reactivos utilizados fueron:

Solventes grado HPLC; metanol y acetonitrilo marca J.T. Baker ® (Estado de
Meéxico, Meéxico), trietilamina marca Sigma-Aldrich ® (Steinheim, Alemania),
acetona marca Merck ® (Darmstadt, Alemania).

Solventes grado p.a.; hexano, metanol, acetona, etanol absoluto marca J.T.
Baker ® (Estado de México, México).

Reactivo de Folin Ciocalteu marca Sigma-Aldrich ® (Switzerland), Kit de
ensayo de fibra dietética de la marca Sigma-Aldrich ® (USA), ABTS marca
Biochemica ® (Darmstadt, Alemania), Sal de reinakato marca Sigma-Aldrich
® (Steinheim, Alemania), DMSO marca Anedra (Buenos Aires, Argentina),
Estandar de glucosa monohidratada marca Merck® (Darmstadt, Alemania),
estandar de &cido galico monohidratado marca Sigma-Aldrich ® (China),
estandar de Trolox marca Sigma-Aldrich ® (Rusia), soluciones estandares de
minerales (1000 pg/mL) de Na, K, Ca, Mg, P, Cu, Zny Mn marca MERCK ®
(Darmstadt, Alemania), estandar de [3-caroteno marca Abcam (Ucrania).
Estandar de capsaicina (CAP) marca Sigma-Aldrich ® (Switzerland), estandar
de dihidrocapsaicina (DHC) marca Sigma-Aldrich ® (China), estandar de
digitoxina marca Sigma-Aldrich ® (Rusia), estandar umbeliferona marca
Sigma-Aldrich ® (Rusia)

Acido sulfdrico, acido clorhidrico, acido perclérico, &cido nitrico grado p.a.
marca Cicarelli ® (Buenos Aires, Argentina).

Hidroxido de Sodio grado p.a. marca Macron (Estado de México, México),
sulfato de cobre grado p.a. marca Anedra (Buenos Aires, Argentina), sulfato
de potasio grado p.a. marca Anedra (Buenos Aires, Argentina), carbonato de

sodio anhidro marca Went Chemie (Hamburg, Alemania),
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3.4 Analisis de composicidén quimica

3.4.1. Composicion centesimal

El anélisis de composicion centesimal incluyd humedad, proteinas, lipidos totales,
carbohidratos totales, aztcares solubles, fibra alimentaria, cenizas y valor cal6rico.

3.4.1.1 Humedad

Se determino utilizando el método 934.01 de la AOAC (Horwitz, 2000), el cual se
basa en la determinacion de pérdida de masa por gravimetria de una muestra
desecada. Para ello se pes6 3 gramos de muestra en capsulas metalicas previamente
taradas, que fueron llevadas a 105 °C durante 5 horas.

Los célculos se realizaron utilizando la siguiente férmula:

( g )_1 0 (Pc+m) — Pc 100 Férmula 3.1
1009/ ~ Pmx 1000
Donde:

Pc+m= peso en gramos de la capsula mas muestra, después de 5 hs en estufa.
Pc= peso en gramos de la capsula vacia, previamente tarada.

Pm= peso de muestra en gramos.

3.4.1.2 Proteinas

Para la determinacion del contenido de proteinas se utilizo el método Kjeldahl N°
920.152 de la AOAC (Horwitz, 2000), el cual se basa en la cuantificacion del nitrégeno
total. EI método se divide en 3 etapas: digestion en acido sulfurico, destilacion del

amonio y su titulacion por retroceso con NaOH.

El contenido de proteinas en la muestra se calculo con la siguiente formula:



33

_ MeqNx14,065x F 100 Formula 3.2
1005 - Pmx1000 ~

Proteinas (

Donde:

Meq N: miliequivalentes de nitrdgeno en milimoles/ml
14,065: peso molecular del nitrégeno

Pm: peso de la muestra

F: factor de conversidn de nitrogeno a proteinas 6,25.

3.4.1.3 Lipidos totales

El contenido de materia grasa o lipidos totales se determind por extraccion con hexano,
empleando el extractor Soxhlet, de acuerdo con el método 970.51 de la AOAC
(Horwitz, 2000). Se basa en una extraccion semicontinua con un solvente organico. El
disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra, la cual
gueda sumergida en el disolvente. Luego, este es sifonado al balon de calentamiento
para empezar de nuevo el proceso. El contenido de grasa se cuantificd por gravimetria

segun la siguiente formula:

g Pb + m — Pbv Formula 3.3
- 1
1005 pm 100

Lipidos totales (

Donde:

Pb+m: peso del balon mas muestra extraida en g.
Puv: peso del balon vacio en g.

Pm: peso de muestra en g.

3.4.1.4 Carbohidratos totales y aztcares solubles

Para la determinacion de carbohidratos solubles y azUcares totales se utiliz6 el método

colorimétrico manual de la Antrona de Clegg (Dreywood, 1946), las muestras se
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sometieron previamente a una hidrolisis con acido perclérico al 52% y agua para la
determinacion de carbohidratos totales y azlcares solubles, respectivamente.
Posteriormente, se realizo la reaccion a 100°C, con el reactivo de antrona (0,1%) en
acido sulfurico al 76%, formando un complejo coloreado color verde, cuantificable a
630 nm. Se utiliz6 una curva de calibracion de glucosa anhidra (Figura 3.3). Los

resultados fueron expresados en g/100 g de muestra.

0,900 -
0,800 - y =0,0061x - 0,0048
0,700 - R*=0,9979

0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

0,780

0,630

Absorbancia a 630 nm

0,056

0 50 100 150

Concentracion (pg/mL)

Figura 3.3. Curva de calibracién de glucosa anhidra.

3.4.1.5 Fibra alimentaria

Para la determinacion de fibra alimentaria se utilizo un método enzimatico-
gravimétrico, método oficial de la AOAC Official Method 991.42 (Dreywood,
1946), a partir de la muestra homogeneizada, seca y desengrasada, resultante de la
extraccion por Soxhlet. Este residuo desengrasado fue triturado para favorecer la
accion de las enzimas digestivas utilizadas en el método. Para la digestion se utilizd
un Kit enzimatico de ensayo de fibra dietética de la marca Sigma ®, que contiene
la alfa amilasa y amiloglucosidasa en solucién y una proteasa liofilizada. Luego
del tratamiento con las enzimas se midio el contenido de proteina y cenizas en los

residuos. El contenido de fibra alimentaria se cuantifico con la siguiente formula:
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Pr—Vp — Pc Férmula 3.4
) = P 100 ormula 3
Pm

Fib li tari
ibra alimentaria (100g

Donde:

Pr: peso del residuo en g.

Vp: valor de proteina con factor 6.25.
Pc: peso de cenizaen g.

Pm: peso de muestra en g.

3.4.1.6 Ceniza

Se determin6 por método gravimétrico N°940.26 de la AOAC (Horwitz, 2000). El
cual se basa en la pérdida de masa por gravimetria de una muestra desecada a cierta
temperatura. Los crisoles se sometieron a un lavado con HCI:H2O (1:1) durante 1
hora, se llevaron a mufla por 1 hora a 550°C y se pesaron. Posteriormente se
pesaron las muestras, se calcinaron en una plancha eléctrica y fueron llevadas a la
mufla a 550 °C durante toda una noche.

El contenido de cenizas en la muestra se calcula con la siguiente férmula:

P(c+ m) — Pc Formula 3.5
x100

% de ceniza = 5
m

Donde:
Pc+m: peso del crisol mas muestra
Pc: peso del crisol vacio

Pm: peso de la muestra

3.4.1.7 Aporte caldrico

El aporte caldrico fue determinado de acuerdo al método de Atwater (Greenfield

& Southgate, 2006),donde el contenido de proteinas y carbohidratos totales es
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multiplicado 4 y el contenido de lipidos por 9. El resultado de cada uno es sumado

y los resultados son expresados en Kcal/100 g de muestra.

3.3.2 Minerales

Para la determinacion se utilizo el método 975.03 de la AOAC (Horwitz, 2000). Del
residuo de las cenizas, estas fueron tratadas con HNOs para asegurar la mineralizacion
completa. Los siguientes minerales fueron determinados en espectrometro de
absorcion atémica; Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn y Mn. Por otro lado, el P fue

determinado por un método colorimétrico en el espectrofotometro.

Para cada mineral se realiz6 una curva de calibracion (Anexo, desde A3 hasta A10)
utilizando soluciones estandares con diferentes concentraciones en pug/mL, variando
entre cada mineral. Los resultados se expresaron en mg/100g de muestra seca,
agrupados en macrominerales (Na, K, Ca, Mg y P) y microminerales (Fe, Cu, Zny
Mn).

3.4.3 Obtencidn del extracto metandlico

Para la obtencion del extracto metandlico, se utiliz6 750 mL de metanol grado HPLC
por cada 100 g de muestra finamente molida. La extraccion fue asistida por ultrasonido
durante 30 min, luego se dejo reposar durante 15 minutos y se repiti6 el procedimiento
3 veces mas, posteriormente se dejé el material en contacto con el solvente toda la
noche. Una vez filtrada la muestra se repitio el procedimiento 2 veces mas. En el tercer
dia se procedio a realizar la extraccion con el mismo solvente por reflujo durante 15
min, repitiendo el procedimiento 2 veces mas con cambios del solvente. De esta
manera se utiliz6 todo el material vegetal. Todos los extractos individuales obtenidos
fueron mezclados y concentrados en un equipo evaporador rotatorio al vacio a 40°C.
Los balones fueron pesados y se determind el rendimiento del extracto metanolico por

gravimetria.
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3.4.4  Perfil fitoquimico

A partir del extracto metanolico se realizaron pruebas cualitativas empleando
reacciones de precipitacion, coloracion y cromatografia en capa fina (TLC) segin una
metodologia descrita anteriormente (Sanabria Galindo, 1983). En la figura 3.4 se
observa un esquema general para determinar presencia de metabolitos secundarios
como alcaloides, esteroides y triterpenos, flavonoides, taninos, naftoquinonas y
antraquinonas,  saponinas, leucoantocianidinas,  cardioténicos,  cumarinas,
cardenolidos y lactonas terpénicas. En la tabla 3.1 se observa los fundamentos en los

que se basa cada determinacion.

Extracto
metandlico

Calculos de rendimiento
del extracto

Pesos de extractos: Pesos de extractos: Pesos de extractos:
Estancia: 2,98 g Estancia: 3,97 g Estancia: 1,98 g
Ayoreo: 3,03 g Ayoreo:4,05g Ayoreo:2,02 g

. i Residuo lII: Rx. con acetato de

Residuo I: extraido Residuo II: extraido plomo y extraccién con cloroformo.

HC.I | 59% con éter de petréleo Separacion de la fase apolar en
con a 0 y etanol columna de silica gel con
clorformo:metanol (90:10)

Esteroides y/o Lactonas terpenicas,

Alcaloides triterpenoides, cumarinas y
flavonides, taninos, cardioténicos

saponinas, nafto y/o
antraquinonas

Figura 3.4. Metodologia del perfil fitoquimico del extracto metandlico de los
frutos de Capsicum chacoense. Elaboracion propia en base a lo publicado en
Sanabria Galindo, (1983).
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Tabla 3.1 Fundamentos de la identificacion de metabolitos secundarios en el perfil

fitoquimico.
Compuestos Prgebas Fundamento
realizadas
Dragendorff
Mayer
Alcaloides Valser Formacion de un precipitado o turbidez.
Reineckato
de amonio
T.L.C. . o L
Esteroides y/o _bidimensional S_eparacmn en placa de_S|I|ca.geI con fase rrllovn
triterpenoides Revelador: glcloht?)gano,-qcetatold_e etilo (95:5) y éter de pe_tro,leo-
libres Liehermann- éter etlllco-audo_ac«_atlco (80:20:1). Un gqlor violaceo
con el revelador indica un resultado positivo.
Burchard
Reaccion de  Reaccion con Mg que da un complejo coloreado
Cianidina rosado, rojo, violeta o rojo anaranjada.

Flavonoides

Reaccién con
HCI

Formacién de un complejo coloreado rojo por calor en
medio acido.

Naftoquinonas Reaccion de . .
Formacién de un compuesto coloreado rosado a rojo
ylo Borntrager- . :
. intenso en la capa alcalina.
antraquinonas Krauss
i Gelatina-sal, En presencia de cloruro férrico formacion de
Taninos S .
FeClI3 precipitados o soluciones verdes, azules 0 negras.
Saponinas Espuma Formacidn de espuma por agitacion.
T.L.C. Separacion en placa de silica gel con fase movil
Revelador: cloroformo-acetona  (90:10). Revelado  con
Cumarinas Reaccion de  hidroxilamina en etanol con NaOH y HCI con FeCls.
Hidroxamato Manchas de color anaranjado, rojo o violeta indican
férrico resultado positivo.
T.L.C. Separaciéon en placa de silica gel con fase movil
o : cloruro de  metileno-metanol-agua  (87:12:1).
Cardiotonicos Revelg@or . 9 ( )
Reaccion de  Revelado con dinitrobenceno y NaOH. Manchas de
Raymond color violeta indican resultado positivo.
T.L.C. Separacion en placa de silica gel con fase movil
Revelador: cloruro de  metileno-metanol-agua  (87:12:1).
Lactonas Vainillina. Revelado con vainillina-acido o-fosférico. Manchas
terpénicas - de color azul violaceo, rosadas, rojas, violetas, azules
acido o-
- 0 verdes
fosforico

indican resultado positivo.

Fuente: Sanabria-Galindo (1983).
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3.4.5 Contenido de capsacinoides y nivel de pungencia

Para la determinacion del contenido de capsaicina (CAP) y dihidrocapsaicina (DHC)
primeramente se realiz6 una extraccion segun Zheng, Hu, Hu & Fang, (2019), con
algunas modificaciones. A partir de 2,5 g de muestra finamente pulverizada se
agregaron 25 mL de metanol grado HPLC, se llevo a un bafio de ultrasonido durante
30 min a 50°C, luego se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min y el sobrenadante fue
transferido a un balén de vidrio. Este procedimiento se realizd 3 veces méas y los
sobrenadantes fueron mezclados para luego evaporar el solvente en un rotavapor a 40
°C, se llevo a volumen en matraz de 50 mL con metanol HPLC. Las extracciones se
realizaron por triplicado.

La cuantificacion se realiz6 por HPLC conforme a lo descrito por Nag et al., (2017).

El sistema cromatogréafico utilizado fue:

e Fase estacionaria: columna C18 de fase inversa (250cm x 4,6 mm, 5 um, 100
A), marca Phenomenex Inc. La temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C
y el volumen de inyeccidn fue de 20 pL.

e Fase movil: agua (A): acetonitrilo(B) (35:65) v/v, sistema isocratico, EI pH del
agua se ajusté a 3,8 con acido acético glacial al 1% (v / v). Velocidad de flujo
1,0 mL/ min

e Detector: PDA modelo SPD-M20A (Shimadzu, Japon), con monitoreo a 230

nm.

Se utilizaron curvas de calibracion tanto de CAP (figura 3.5) como DHC (figura 3.6),
cuyas concentraciones variaron desde 1 a 80 pg/mL, el tiempo de retencion para CAP
aproximado fue de 6,3 min y de DHC 8 min, tal como se observa en la figura 3.7. Los
estandares fueron disueltos en metanol grado HPLC. Cada punto de la curva fue
inyectado por triplicado, asi como también las muestras. Tanto las muestras como los
estandares fueron filtrados con filtros de nitrocelulosa de 0,22 um de didmetro de poro,
antes de la inyeccion. Los resultados fueron expresados en mg / 100 g de muestra.

Por otro lado, se ha determinado el nivel de pungencia de las muestras. El nivel o grado
de pungencia de los frutos de Capsicum se midieron en Scoville Heat Units SHU (por

sus siglas en inglés). Wilbur Scoville desarroll6 un método en 1912 para determinar la



40

pungencia por medio de diluciones (Scoville, 1912), sin embargo, actualmente los
capsacinoides son determinados por métodos cromatograficos y luego por medio de
factores de conversion son expresados en SHU. Cada mg de capsacinoide en 1 kg de
fruta es multiplicado por 15 en el caso de la capsaicina y dihidrocapsaicina, los cuales
son los que aportan mayor pungencia y la norhidrocapsaicina por 7,5 conforme al
método N° 995.03 de la AOAC (Horwitz, 2000).

1400000
1200000 .
1000000 .
0
800000
o -
¢ 600000 -
< . -9
400000 o y = 15399x - 20443
X3 R2=0,9966
200000 :
o o
0 20 40 60 80 100
-200000
Concentracion (pug/mlL)
Figura 3.5. Curva de calibracién de capsaicina (CAP).
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Figura 3.6. Curva de calibracién de dihidrocapsaicina (DHC)
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Figura 3.7. Cromatograma de soluciones estandares de CAP (a) y DHC (b) a 80
ug/mL.

3.5 Toxicidad aguda

Se realiz6 segun el Procedimiento de dosis fija (FDP) propuesto por la Sociedad
Britanica de Toxicologia (British Toxicology Society Working Party on Toxicity,
1984) y actualmente incluido en la Guia 420 de la OECD (2008). Se utilizaron 12
ratones hembra albinos suizos con un peso de 25-30 g (Anexo 13), que se mantuvieron
en ayunas previo a realizacién del ensayo. Los extractos fueron disueltos en
agua:propilenglicol:etanol (50:40:10) con asistencia de un bafio ultrasénico. Las dosis
utilizadas por via oral fueron de 500, 1000, 2000 mg/kg de peso corporal y el blanco
utilizado fue el solvente de los extractos. Los animales fueron observados para
cambios de comportamiento, segun lo especificado en la tabla del Anexo 14 durante
las primeras dos horas para letalidad durante las primeras 24 horas y periédicamente
por 14 dias. Luego de 14 dias de observacidn, todos los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical y los érganos internos (estomago, intestino delgado, intestino
grueso, rifion, higado, bazo, corazén y pulmén) se evaluaron macroscépicamente

comparandolos con los 6rganos correspondientes del grupo blanco (Anexo 15).
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3.6. Evaluacidn de potencial nutracéutico

3.6.1. Potencial antioxidante

3.6.1.1 Capacidad antioxidante total (CAT)

La actividad antioxidante se determind usando el ensayo de decoloracion del radical
cationico ABTSe+ (Re et al., 1999). Para ello, primeramente se realiz6 una extraccion
asistida por ultrasonido con metanol:agua (60:40) y acetona:agua (70:30), como se
detalla en la figura 3.8. El radical fue formado 24 h antes de la realizacion del ensayo,
posteriormente se diluy6 con etanol absoluto hasta una absorbancia de 0,7 + 0,02 a
730 nm en espectrofotdmetro UV (UV-1800, Shimadzu ®, Japon). Para las
mediciones, se utilizd una curva de calibracion de TROLOX (analogo soluble de la
vitamina E) (Figura 3.9). Los resultados se expresan como uM equivalentes Trolox
(TEAC) por gramo de muestra. Por otro lado, también se determind la concentracion
inhibitoria 50 (ICso) de los extractos obtenidos, realizando la reaccion con diferentes
concentraciones de extracto y asi tener las diferentes curvas para cada extracto, los

resultados fueron expresados en pg/mL.

Homogenizar en vortex 1 g de muestra con 20 mL de metanol:agua
(60:40)

Llevar a ultrasonido durante 15 min y centrifugar a 5000 rpm a 4°C
durante 15 min.

Separar el sobrenadante en un tubo By repetir el procedimiento
anterior con acetona:agua (70:30)

Combinar sobrenadantes, filtrar y llevar a 50 mL con agua

Figura 3.8. Esquema de procedimiento para obtencion de extractos para
determinacion de capacidad antioxidante y fenoles totales.
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Figura 3.9. Curva de calibracion de soluciones estandares de Trolox

3.5.1.2 Contenido de polifenoles totales (CPT)

Los fenoles totales se midieron espectrofotométricamente en el extracto metanolico
(Figura 3.7), utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu por el método descrito por
Singleton & Rossi (1965). Los polifenoles presentes en el extracto al reaccionar con
el reactivo de Folin Ciocalteau, forman un complejo coloreado azul cuantificable a 765
nm. Para la cuantificacion se utilizé el método de regresion lineal con una curva de
calibracion de acido galico (Figura 3.10). Los resultados se expresaron en mg de

equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de muestra (mg de GAE /100 g).
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Figura 3.10. Curva de calibracion de &cido galico.

3.5.1.3 Contenido carotenoides totales

La determinacién de carotenoides totales se realizd por espectrofotometria, con
extraccion previa, como lo descrito previamente por IICA (2018). La extraccion se
realiz6 por ultrasonido con 5mL de BHT en acetona HPLC al 1% y 2,5 g de muestra
durante 10 min, manteniendo la temperatura del bafio inferior a 35°C, posteriormente
se centrifugdé a 10.000 rpm a 4°C durante 10 min., este procedimiento se repitid 5
veces, por ultimo, se llevé a 25 mL con el solvente de extraccion. La cuantificacion se
realiz6 segun Sadasivam & Manikkam (1992), el extracto fue medido a 460 nm en el
espectrofotometro y se realiz6 una curva de calibracion de B-caroteno de 1 a 10 pg/mL
(Figura 3.11). Se realizaron diluciones de las muestras para que las mismas puedan ser
cuantificables con la curva realizada. Las extracciones se realizaron por triplicado y

los resultados fueron expresados en mg/kg de muestra tal cual.
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Figura 3.11. Curva de calibracion de p-caroteno para determinacion de carotenoides

totales

3.5.1.4. Cuantificacion de p-caroteno

El contenido de B-caroteno se determind seglin la metodologia publicada en IICA
(2018), con algunas modificaciones por HPLC-PDA. Primeramente, se realiz6 la
extraccion descrita en 3.4.3. Las inyecciones fueron realizadas inmediatamente luego
de cada extraccion, de modo a evitar descomposicion del analito. El sistema

cromatografico utilizado fue:

e Fase estacionaria: C18 (Phenomenex Inc.) (250 cm x4,6 mm, 5 um, 100 A).
Temperatura del horno 30 °C.

e Fase mdvil: Metanol:Acetonitrilo:Trietilamina (900:100:1), modo isocrético,
flujo 1,5 mL/min, volumen de inyeccion 20uL

e Detector: PDA modelo SPD-M20A (Shimadzu, Japon), a 450 nm.

Se utilizé una curva de calibracion de B-caroteno (figura 3.12, anexo Al1) disuelto en
acetona HPLC, cuyas concentraciones fueron ajustadas de 0,3 a 3 pg/mL, el
cromatograma del punto mas alto de la curva se observa en la Figura 3.13. Tanto las

muestras como los estandares fueron filtrados con membranas de 0,45 pm antes de ser
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inyectados. Todas las extracciones y las inyecciones en el HPLC se realizaron por

triplicado.
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Figura 3.12. Curva de calibracion de B-caroteno.
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Figura 3.13. Cromatograma del estandar de B-caroteno a 3 pug/mL.

3.6.2 Actividad antihelmintica in vitro

La actividad antihelmintica del extracto, se realizé tal como describieron Céceres,
Flores-Giubi, Romero-Rodriguez, & Alvarenga, (2017). EI modelo utilizado fue E.
foetida o gusano rojo de California, de 4 a 6 cm de longitud. Se ensayaron los extractos
metanolicos del fruto de Capsicum chacoense colectados de diferentes zonas. Las

concentraciones utilizadas fueron: 2,5; 5; 10; 20 y 40 mg/mL de extracto (anexo A12),
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que fueron disueltos primeramente en 500 pL. de DMSO durante 30 min en bafo
ultrasonico y luego se agregd 9500 pL de solucién fisioldgica y se volvio a llevar al
bafio ultrasonico durante 90 min. Las lombrices fueron retiradas cuidadosamente de su
compost (su habitad natural) y limpiadas con agua potable normal, posteriormente
fueron distribuidas 3 individuos en cada placa de Petri (Figura 3.14). Todos los
ensayos fueron repetidos en tres dias diferentes, teniendo 9 réplicas en total. EI tiempo
de cada placa de Petri se midio de manera individual, debido a la corta duracién del
ensayo en algunas concentraciones. Se utilizo albendazol (10 mg/mL) como control
positivo, y DMSO en solucion fisiol6gica como control negativo. Las variables de este
ensayo fueron el tiempo de paralisis y tiempo de muerte (en min). Para determinar
mortalidad se pusieron en contacto con agua a las lombrices a 50 °C, donde la falta de

movimiento indicaba muerte y se anoto el tiempo correspondiente.

P é

Figura 3.14. Ensayo de actividad antihelmintica in vitro con Eisenia foetida

3.7 Consideraciones éticas

El protocolo fue sometido a evaluacion con aprobacion para la ejecucion por el Comité
de Etica en la Investigacion de la Facultad de Ciencias Quimicas, con codigo CEI
481/19. Se contribuyo con las medidas de seguridad en todo procedimiento de

laboratorio, y en las acciones que aseguren la eliminacion adecuada de los residuos de
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las muestras analizadas, segun el Procedimiento Operativo Estandar (POE) de Salud y

Seguridad Ocupacional de la Facultad de Ciencias Quimicas.

Se trabajo respetando las normas establecidas por la Comision de Etica de la
Comunidad Europea (Real Decreto 17344,1201/2005, de 10 de Octubre, Sobre
Proteccion de Los Animales Para Experimentacion y Otros Fines Cientificos, 2005),
para el manejo de animales de laboratorio. Se aplicé el Principio de las 3R o
Alternativas en el uso de Animales de Laboratorio (Reemplazo, Reduccién y
Refinamiento). Acabado los ensayos bioldgicos los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y finalmente los cadaveres y organos fueron congelados y
finalmente dispuestos a una empresa especializada en desechos bioldgicos.

3.8 Asuntos estadisticos

Los datos fueron registrados y procesados en una planilla del programa Graphpad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., CA, USA), donde se aplicé estadistica descriptiva,
ademas de determinar diferencias significativas se utilizo el t de Student (p<0,05) en
los casos donde se compararon dos variables y ANOVA, con test Tukey a posteriori

(p<0,05), en los casos donde se compararon 3 o mas variables.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalud la composicion quimica y potencial nutraceutico del fruto de Capsicum
chacoense Hunz, o “aji del monte”. Los parametros que incluyeron a la composicion
quimica fueron su composicién centesimal, contenido de minerales del fruto entero y
perfil fitoquimico del extracto metandlico. En cuanto al potencial nutracedtico se
evalud el potencial antioxidante (actividad antioxidante total por ABTS, fenoles totales
y B-caroteno) del fruto y la actividad antihelmintica del extracto metandlico. Todos los
analisis se realizaron en dos muestras (Estancia y Ayoreo), que se diferenciaron por la

geolocalizacion del punto de muestreo.

4.1 Composicién quimica

4.1.1 Composicién centesimal y contenido de minerales

La composicion centesimal del fruto del aji del monte se presenta en la tabla 4.1, se
observo una diferencia estadisticamente significativa entre las muestras (t de Student,
p <0,05. Sin embargo, el valor de humedad fue bajo en las dos muestras (inferior al

10%) por lo que se pueden considerar alimentos no perecederos.

Tabla 4.1. Composicion centesimal de frutos de Capsicum chacoense Hunz.

Componentes Estancia Ayoreo
Humedad (g/100g) 8,62+0,072 9,70+0,02°
Lipidos (g/100g) 6,46+0,03% 10,42+0,37°
Cenizas (g/100g) 7,07+0,06? 5,50+0,15°
Proteinas (g/100g) 15,600,462 14,43+0,51°
Carbohidratos totales (g/1009) 11,35+1,462 11,41+0,662
Azucares solubles (g/100g) 3,46%0,102 3,370,172
Fibra alimentaria (g/100g) 49,19+1,08? 47,05+0,312
Calorias (kcal /1009) 234 219

Datos representados sobre muestra tal cual como promedio + DE. Letras mindsculas
diferentes en cada fila indica diferencia significativa entre las medias, t de Student
(p=0,05).
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Otros autores como Simonovska et al., (2014) y Tripathi & Mishra (2009) analizaron
la composicion centesimal del Capsicum annuum “pimiento” una de las especies mas
consumidas a nivel mundial, y reportaron valor de humedad similar (8,04%). Es de
destacar que las muestras analizadas ya habian sido sometidas a un proceso de secado
al sol antes que lleguen al laboratorio, método utilizado por los pobladores para el
consumo en alimentacion, por lo que los resultados de las muestras analizadas no son
comparables con muestras frescas recién cosechadas, tal como se describen en otros
estudios de composicion en especies de Capsicum (Ogunlade et al., 2012; Simonovska
etal., 2014).

La fibra alimentaria fue el componente mayoritario (49,19+1,08 y 47,05+0,31 g/100 g
para las muestras Estancia y Ayoreo, respectivamente), donde no se observaron
diferencias significativas entre las muestras (t de Student, p<0,05). Los componentes
de la fibra alimentaria pueden clasificarse en solubles e insolubles, en el método
utilizado son cuantificados ambos tipos, estos aunque no son considerados nutrientes
propiamente dicho aportan beneficios bien conocidos para la salud, la fibra insoluble
fermentada parcialmente en el colon, mejoran el transito intestinal y la soluble,
fermentadas completamente, estan asociadas a la prevencion de la arteriosclerosis,
diabetes y cancer de colon (Knudsen, 2001). Datos sobre la composicion centesimal o
proximal del C. chacoense es escasa en la literatura, sin embargo, se han realizado
estudios en especies del mismo género, como en frutos de C. annuum cultivados en
India, donde se ha reportado 18,98 g/100 g de fibra cruda (Tripathi & Mishra, 2009),
el mayor valor observado en este trabajo puede deberse a que han sido incluidas las
semillas, lo que concuerda con lo reportado por Zou, Ma, & Tian (2015), donde se
encontré que las semillas de C. annuum cultivados en China contienen un alto

contenido de proteinas (39 g/100 g).

Como segundo componente mayoritario se encontraron las proteinas (15,60 y
14,439/100g, para las muestras Estancia y Ayoreo respectivamente), observandose
diferencias estadisticamente significativas entre ambas muestras (t de Student,
p<0,05). Estos valores son menores a lo reportado en otros estudios (17-18 g/100 g)
realizados en C. annum seco (Simonovska et al., 2014; Tripathi & Mishra, 2009). Sin

embargo, son mayores a lo reportado en C. frutescens cultivado en Nigeria (11,7 g/100
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g) (Otunola et al., 2010).En un estudio realizado en India analizaron el contenido de
proteina del fruto entero vy las diferentes partes del fruto de C. chinense y encontraron
que el fruto entero contenia 16,37 g/100 g de proteinas, valor similar a lo observado
en este trabajo, también se ha reportado que del total de aminoacidos de C. chinense ,
el 36% son aminoacidos esenciales y tienen como amino&cidos limitantes la cisteina
y metionina (Ananthan et al., 2018). Se considera que estos datos serviran de base
cientifica para estudios futuros en esta area y evaluar el valor bioldgico de las proteinas

de C. chacoense.

Las muestras analizadas presentaron un bajo contenido de carbohidratos totales
solubles y azucares solubles (Tabla 4.1) sin diferencias significativas entre ambas
muestras (t de Student, p<0,05). Estos resultados son menores a lo reportado en frutos
desecados de C. frutescens para carbohidratos totales (62,9 g/100 g), sin embargo, es
de destacar que estos resultados fueron calculados por diferencia, lo que incluye el
contenido de la fibra alimentaria del alimento y dan un contenido mayor (Otunola et
al., 2010). Por otro lado, se ha reportado que el C. annum posee 32,9 g/100 g de
carbohidratos totales analizados por el método de antrona (Tripathi & Mishra, 2009),

valores mayores a lo analizado en este estudio.

En cuanto al contenido de lipidos totales se observé un rango de 6,46 a 10,42 g/100g,
con diferencias significativas entre las muestras Estancia=6,46 g/100 y Ayoreo =10,42
9/100 g (t de Student, p<0,05). Los datos de lipidos totales en la literatura para una
especie cercana, el C. annum, varian de 1,9 a 13,3 g/100g segun el lugar de cultivo
como Macedonia e India, respectivamente (Simonovska et al.,2014); Tripathi &
Mishra,2009). También se ha reportado valores superiores (12,7 g/100 g) en C.
frutescens cultivado en Nigeria (Otunola et al., 2010), por lo que los datos observados
en C. chacoense secos se encuentran dentro del rango reportado en la literatura para
especies de Capsicum. En un estudio realizado en Espafia analizaron el perfil de &cidos
grasos en 10 variedades de C. annuum (Guil-Guerrero et al., 2006), y observaron que
el acido graso mayoritario en este aceite fue el acido linoleico (omega 6) variando de
56 al 71 % en el aceite, esto hace interesante seguir los estudios de caracterizacion del
perfil de acidos grasos en el aceite de C. chacoense del Chaco Paraguayo, donde el
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perfil de &cidos grasos puede estar influido por las condiciones &ridas y de altas

temperaturas en esa region.

Por otro lado, se ha observado un mayor contenido de cenizas en la muestra Estancia
(7,07+0,069/100 g) que en la muestra Ayoreo (5,50+0,15g), existiendo diferencias
significativas entre las muestras (t de Student, p<0,05). Si bien los valores de cenizas
en frutos pueden estar influidos por el tipo de suelo y la variedad genética, sin embargo,
los valores observados se encuentran en el rango reportado en la literatura para C.
frutescens (4,35 g/100 g) (Otunola et al., 2010) y C. annum (9,68-9,79 ¢/100 Q)
(Simonovska et al., 2014; Tripathi & Mishra, 2009).

En cuanto al contenido de minerales de las muestras, se destacaron el contenido de
potasio entre los macronutrientes y hierro entre los micronutrientes, como se observan

en las figuras 4.1y 4.2, respectivamente.
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Figura 4.1. Contenido de macrominerales en frutos de C. chacoense. Datos
representados sobre muestra tal cual como promedio + DE. Letras
minusculas diferentes entre barras de cada mineral, indica diferencia
significativa entre las medias, t de Student (p<0,05).
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El mineral més abundante en las muestras fue el K (1707,90+£25,80 mg/100g y 1733,26
+ 46 mg/100g, para las muestras Estancia y Ayoreo respectivamente) en ambas
muestras sin mostrar diferencias estadisticamente significativas entre las medias. Se
ha descrito valores mayores de K (2510 a 2910 mg/100 g) en C. annuum (Martinez et
al., 2007), asi como también valores menores (188 a 687 mg/100 g) para el mismo
mineral (El-sayed Embaby & Mohamed Mokhtar, 2011; Guil-Guerrero et al., 2006;
Zou et al., 2015). Como ya se ha mencionado, los valores de minerales podrian estar

influenciados por la zona de muestreo, el climay el tratamiento de los suelos.

Como la mayoria de los alimentos vegetales el C. chacoense presentd un bajo
contenido de sodio (69,17 y 40,08 mg/100 g para las muestras Estanciay Ayoreo
respectivamente) pese al suelo salado del Chaco, y se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de diferentes sitios de muestreo (t de
Student, p<0,05). Este resultado es de esperarse ya que el K es el mineral méas
abundante en los vegetales, no obstante, la relacion cominmente encontrada en los
vegetales es 9 veces mas K que Na, sin embargo, en este trabajo se encontrd 25 veces
méas K que Na. Por otro lado, los valores de Na observados son superiores a los
descritos para otras especies del género Capsicum ( 4,9 a 31,1 mg/100 g) (El-sayed
Embaby & Mohamed Mokhtar, 2011; Guil-Guerrero et al., 2006; Martinez et al., 2007;

Zou et al., 2015). Por lo tanto, sus relaciones de K /Na también son mayores.

Se ha observado ademéas un buen contenido de fosforo en las muestras analizadas
(326,87 2,93 y 309,08+ 0,26 mg/100 g, para las muestras Estancia y Ayoreo,
respectivamente), con diferencias estadisticamente significativas en las medias (t de
Student, p<0,05). Guil-Guerrero et al., (2006), analizaron 10 variedades de C. annuum
en estado fresco con humedad de 89-92% y encontraron que los frutos analizados
contenian entre 17,4 a 37,6 mg/100 g de P, diez veces menos a lo observado en este
trabajo para muestras secas, lo que explica la diferencia en el contenido de fosforo. Por
otro lado Kim et al., (2019), analizaron los minerales de 12 de variedades de C. annuum
y encontraron valores similares a los de este trabajo (263,9 a 297,2 mg/100 g). Se debe
tener en cuenta que la metodologia utilizada para cuantificar la cantidad de P,
incluyendo a los que forman parte de diversos compuestos quimicos, como proteinas,

péptidos, o acido fitico, y en este Gltimo caso, el fosforo no se encuentra disponible
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para los seres humanos, por lo que evaluar el contenido de fitatos en C. chacoense
puede ser interesante en estudios futuros, asi como la evaluacion de su seguridad e

inocuidad.

En cuanto al contenido de Ca en los frutos de C. chacoense analizados se encontr6 que
fueron 190,9 y 138,4 mg/100 g, para las muestras Estancia y Ayoreo respectivamente,
observandose diferencias significativas entre ambas muestras (t de Student, p<0,05).
Estos datos concuerdan con los rangos publicados en la literatura para especies de
Capsicum; de 23,45 mg/100 g de Ca en frutos de C. frutescens (Otunola et al., 2010)
a 174,71 mg/100 g en frutos de C. annuum (Zou et al., 2015).
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Figura 4.2. Contenido de microminerales en frutos de C. chacoense. Datos
representados sobre muestra tal cual como promedio = DE. Letras
minusculas diferentes entre barras de cada mineral, indica diferencia
significativa entre las medias, t de Student (p<0,05).

Se puede observar (Figura 4.2.) que el micromineral mayoritario en ambas muestras
es el Fe (3,04 y 2,33 mg/100 g), con diferencias significativas entre las muestras (t de
Student, p<0,05). Estos valores son similares a lo descrito en frutos de C. frutescens
(3,39 mg/100 g) (Otunola et al., 2010) y menores a lo hallado en C. annuum (13,2 a
17,5 mg/100 g)(Simonovska et al., 2014).
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Por otro lado, se observé un buen contenido de Zn (1,72- 1,77 mg/100 g) sin
diferencias significativas entre las muestras (t de Student, p<0,05). Se describen
valores variables de Zn en especies de Capsicum que van de 0,02 mg/100 g en C.
frutescens (Otunola et al., 2010), a 5,07 mg/100g en C. annuum (Guil-Guerrero et al.,
2006; Martinez et al., 2007).

De todos los minerales analizados, se observaron los menores valores en los
contenidos de Cu y Mn (<1 mg/100 g), observandose diferencias significativas (t de
Student, p<0,05) entre las muestras Estancia y Ayoreo en el contenido de Mn 'y no asi
en el contenido Cu. Estos resultados concuerdan con lo informado por varios autores
en C. annuum y C. frutescens (El-sayed Embaby & Mohamed Mokhtar, 2011; Guil-
Guerrero et al., 2006; Martinez et al., 2007; Otunola et al., 2010).

4.1.2 Perfil fitoquimico

A partir del extracto metanolico obtenido como se detallé en la seccion 3.4.3, se
obtuvieron 22,1 y 40,5 g de extracto, para las muestras Estancia y Ayoreo, teniendo
un rendimiento de 19,2 y 20,2 %, respectivamente. El extracto fue fraccionado para
las diferentes reacciones del perfil fitoquimico, los resultados se muestran en la Tabla
4.2.

Se observo la presencia abundante de alcaloides, asi como la presencia de taninos, y
en menor abundancia esteroides y/o triterpenoides libres, flavonoides y saponinas. No
se observaron naftoquinonas y/o antraquinonas, cumarinas, cardioténicos y lactonas

terpénicas.

Los alcaloides fueron los metabolitos secundarios que dieron mayor abundancia, sin
embargo, de acuerdo con el resultado negativo con el reactivo reineckato de amonio,
estos alcaloides no son compuestos cuaternarios ni 6xidos de aminas. Es ampliamente

conocido que las plantas del género Capsicum poseen un grupo de alcaloides
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caracteristicos; los capsacinoides, derivados de la vainillilamina, que otorgan la

caracteristica picante o de pungencia de estos frutos y sus semillas. Entre ellos, se ha

descrito la presencia de capsaicina y dihidrocapsaicina en los frutos de Capsicum

chacoense (Loizzo et al., 2015).

Tabla 4.2. Perfil fitoquimico del extracto metandlico del fruto de Capsicum Chacoense
Hunz, tanto para Estancia como para Ayoreo.

Compuestos Pruebas realizadas Estancia  Ayoreo
Dragendorff (+++) (+++)
Mayer +++ +++
Alcaloides Y () ()
Valser (+++) (+++)
Reineckato de amonio “) “)
] ) ) T.L.C. bidimensional
Esteroides y/o triterpenoides ]
) Revelador: Liebermann- (+) (+)
libres
Burchard
) Reaccion de Cianidina (+) (+)
Flavonoides )
Reaccion con HCI (+) (+)
Naftoquinonas y/o Reaccion de Borntrager- 0 0
antraquinonas Krauss
Taninos Gelatina-sal, FeCI3 (++) (++)
Saponinas Espuma (+) (+)
T.L.C.
Cumarinas Revelador: Reaccién de O] O]
Hidroxamato férrico
T.L.C.
Cardiotonicos Revelador: Reaccion de O] O]
Raymond
T.L.C.
Lactonas terpénicas Revelador: Vainillina-acido o- ) )

fosforico

La identificacion comprendié reacciones de coloracion y / o precipitacion junto con
cromatografia de capa fina para la deteccién de esteroides, triterpenos y lactonas terpénicas.
+++: Abundante; ++: moderado; +: escaso; -: ausente
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La presencia de taninos en el extracto metanolico analizado se evidencio6 con el ensayo
de gelatina-sal junto con el FeCls, (se obtuvo un color rojizo oscuro).Los taninos en
los vegetales pueden clasificarse en hidrolizables (derivan del acido galico) y los no
hidrolizables o complejos (estructuras rigidas derivadas de los flavonoides), ambos
grupos son considerados polifenoles (Dewick, 2009). Se ha informado la presencia de
varios compuestos fendlicos en frutos de C. annuum, como por ejemplo el &cido gélico,
acido cafeico, luteolina, acido vanillico, acido ferulico y varios compuestos derivados
de los mismos (Mudric et al., 2017). El contenido de taninos en el extracto metanolico
de los frutos de C. frutescens llegan al 1,77% (Otunula et al., 2010).

Para los flavonoides se realizaron las reacciones de cianidina y HCI, una reaccion
positiva indicd presencia en los frutos estudiados. Existen varias evidencias de la
presencia de flavonoides en Capsicum, un estudio italiano, reportd contenido de
flavonoides totales que varié de 0,5 a 12,8 mg/100 g, siendo el valor para C. chacoense
0,5 a 1,5 mg/100g entre cuatro diferentes especies cultivadas (C. baccatum, C.
annuum, C. chinense y C. chacoense) y analizadas en estado fresco y procesado
(Loizzo et al., 2015). En América, se ha descrito 0,5 a 29 mg de flavonoides totales
por cada 100 g en tres especies de Capsicum (C. annuum, C. chinense, C. baccatum),
de estos los flavonoides identificados y cuantificados fueron la quercentina y luteolina
encontrando hasta 27 mg/100 g de quercetina y de 0,5 a 5 mg/100 g de luteolina
(Meckelmann et al, 2013). En C. pubescens se ha reportado de 0 a 1,5 mg/100 de

quercentina (Meckelmann et al., 2015).

Al realizar la TLC bidimensional y revelarlo con el reactivo de Liebermann-Burchard,
se observd manchas de color lila, lo cual es indicativo de la presencia de esteroides y/o

triterpenoides libres (Tabla 4.2).

Con la prueba de espuma se obtuvo resultado positivo para la presencia de saponinas
en los extractos estudiados. Se ha reportado la presencia de saponinas en los frutos de
C. baccatum por el mismo método utilizado en este trabajo, ademas de la prueba de
hemolisis (Von Borowski et al., 2019), entre estas, se ha elucidado estructuras de
saponinas en los frutos de C. annuum como capsicosido A, capsicosido B y

capsicosido C, demostrando importantes actividades como antimicoticas frente a
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varios a hongos (lorizzi et al., 2002) y antifingica de la saponina CAY-1 aislada de

los frutos de C. frutescens (De Lucca et al., 2002).
4.1.3 Contenido de capsacinoides y nivel de pungencia

La pungencia de los frutos del género Capsicum es debida a la presencia de un grupo
de alcaloides llamados capsacinoides. La capsaicina y la dihidrocapsaicina conforman
mas del 90 % del total de capsacinoides en la mayoria de los frutos de este género. En
la figura 4.3 y figura 4.4 se puede observar el contenido de capsaicina y
dihidrocapsaicina, respectivamente, en los frutos estudiados. En general se observo un
mayor contenido de capsaicina (131,85 y 98,80 mg/100 g, para las muestras Estancia
y Ayoreo respectivamente) que de dihidrocapsaicina (80,75 y 63,68 mg/100 g, para

las muestras Estancia y Ayoreo respectivamente).
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Figura 4.3. Contenido de capsaicina (mg/100g) en frutos de
Capsicum chacoense.

Datos representados como promedio * DE. Letras
minusculas diferentes entre columnas indican diferencias
significativas entre las medias, test de student (p<0,05).

En la figura 4.3, se observa un mayor contenido de capsaicina en la muestra Estancia
(131,85+£17,73 mg/100 g) que en la muestra Ayoreo (98,80 8,15 mg/100 g),
presentando diferencias significativas entre ambos (t de Student, p<0,05). Estos
resultados son diez veces mayor a lo reportado por Lopez et al., (2012), sobre el
contenido de capsaicina en frutos de C. chacoense cultivados en Salta, Argentina (13,9

mg/100 g de fruta seca) lo que puede deberse a diferencias en el proceso de extraccion
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(diclorometano a 80°C y metanol:agua (70:30) durante 24 h en frio). Por otro lado
Loizzo et al., (2015) analizaron el contenido de capsaicina en frutos de Capsicum
frescos, hervidos y congelados provenientes de un cultivo controlado en Italia, entre
ellos el de C. chacoense, encontrando que el estado fresco contenia mas capsaicina
(cerca de 210 mg/100 g), seguido por el congelado (cerca de 200 mg/100 g de fruta
fresca) y por ultimo el hervido 10 min (cerca de 100 mg/100 g), en todos los casos,
contenidos mayores a los observados en este trabajo para los frutos secos de C.
chacoense, lo que indica que el procesamiento influye en el contenido de estos
alcaloides. Cabe destacar que una limitacion de este trabajo fue que no se tuvo acceso
a los frutos frescos y que las muestras analizadas fueron sometidas a tratamientos post
cosecha (tradicionales) como secado al sol y molienda en morteros de madera. Por otro
lado, a modo de comparacion con uno de los “ajies” mas consumidos a nivel mundial,
el C. annuum, que posee diferentes variedades y contenidos variables de capsaicina,
se reportan desde que no se detectan a 1380 mg/100 g (Meckelmann et al., 2013;
Loizzo et al., 2015).
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Figura 4.4. Contenido de dihidrocapsaicina (mg/100 g) en
frutos de Capsicum chacoense.

Datos representados como promedio + DE. Letras
minusculas diferentes entre columnas indican diferencias
significativas entre las medias, test de student (p<0,05).

Respecto al contenido del alcaloide dihidrocapsaicina (figura 4.4), se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras (t de Student, p<0,05),

donde la muestra Estancia presenté mayor contenido (80,75+5,26 mg/100g) que la
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muestra Ayoreo (63,68+2,48 mg/100g). El contenido de estos compuestos esta
influido principalmente por el ambiente donde se desarrolla el vegetal, la
susceptibilidad a plagas o insectos y la variedad. En la literatura se reportan valores de
50 a 60 mg/100 g de dihidrocapsaicina en frutos frescos, congelados y hervidos de C.
chacoense cultivados en condiciones controladas en Italia (Loizzo et al, 2015) rango
inferior a lo observado en el presente trabajo para frutos secos, donde es de esperar
que el secado concentre los componentes de la muestra por su bajo contenido de agua,
sin embargo, la diferencia observada con los resultados en fresco no es muy Ilamativas.
En América, para otras especies de Capsicum, cultivados en Per(, de 32 especies de
C. pubescens la variacion observada en el contenido de dihidrocapsaicina fue de 25 a
207 mg/100 g de fruto seco (Meckelmann et al., 2015). Por otro lado se ha reportado
que los frutos de C. frutescens contienen hasta 460,2 mg/100 g (Meckelmann et al.,
2013), valores superiores a los de este trabajo. Otras como C chinense, C. baccatum
poseen un mayor contenido aiin mayor de dihidrocapsaicina con 95,1 a 1008,7 mg/100
g en C. chinense y de 78,6 a 198,8 mg/100 g en el C. baccatum segun la parte de la

fruta, conteniendo la mayor cantidad la placenta (Gavilan Guillen et al., 2018).
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Figura 4.5. Nivel de Pungencia (SHU) de las muestras de
Capsicum chacoense. Datos representados como promedio
+ DE. Letras minusculas diferentes entre columnas indican
diferencias significativas entre las medias, test de student
(p<0,05).
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Figura 4.6. Cromatograma de capsacinoides de una muestra de Capsicum chacoense,
donde a) pico de Norhidrocapsaicina, b) pico de Capsaicina y c) pico de
Dihidrocapsaicina. FM: Acetonitrilo:Agua (pH=3,8) (65:35), detector PDA modelo
SPD-M20A (Shimadzu, Japon), a 230 nm, flujo ImL/min, inyeccion:20 pL.

Al evaluar el nivel de pungencia de las muestras, se observé 31.890 SHU para la
muestra Estancia y 24.372 SHU para la muestra Ayoreo (figura 4.5), con diferencias
estadisticamente significativas entre las medias (t de Student, p<0,05). Sin embargo,
se podria considerar que estas muestras tienen un mayor nivel de pungencia si
consideramos que no se han podido cuantificar los niveles de norhidrocapsaicina
presentes, tal como se observa en el cromatograma de estos alcaloides por HPLC
(Figura 4.6) y segun los reportes de Horwitz (2000) y Gavilan Guillen et al., (2018)
donde el pico a) corresponde al pico de norhidrocapsaicina (Anexo A16 y Al7).

De acuerdo a la categoria de pungencia propuesto por Eich, (2008) los capsaicinoides
pueden caracterizar al alimentos como leve (0-5.000 SHU), medio (5.000-20.000
SHU), caliente o picante (20.000-70.000 SHU), extremadamente caliente 0 picante
(70.000-300.000 SHU). Conforme a esto, las muestras analizadas se encuentran en la

categoria “picante”.
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El C. chinense, variedad “Carolina reaper”, desde el 2017 es considerado el aji mas
picante del mundo segun el libro de Record Guiness con 1.641.183 SHU, valor muy
superior a lo observado en este trabajo para C. chacoense (Guinness World Records,
2017). Sin embargo, existen otras variedades de C. chinense que se encuentran también
en la categoria picante (62 000 SHU) (Gavilan Guillen et al., 2018). Por otro lado, se
ha reportado que las variedades de C. annuum poseen menor nivel de pungencia (362,5
a 9720 SHU) comparado con las muestras de C. chacoense analizadas(Orellana-
Escobedo, Garcia-Amezquita, Olivas, Ornelas-Paz, & Sepulveda, 2013; Topuz &
Ozdemir, 2007).

Este nivel de pungencia lo hace apropiado para usos como saborizante en las comidas,
ademas de otros usos que pueden otorgarse a sustancias con estas caracteristicas como
por ejemplo para usos farmacol6gicos, para la elaboracién de cremas tdpicas o

industriales para elaboracién de armas de proteccion personal.

4.2 Toxicidad aguda

Al realizar el ensayo de toxicidad aguda de las muestras Estancia y Ayoreo en ratones
albinos suizos, por via oral en dosis Unica del extracto metandlico de los frutos enteros
de C. chacoense, luego de por 14 dias de observacion, no se observaron signos de
toxicidad ni cambios bruscos de comportamiento hasta una dosis de 2000 mg/kg, los
animales utilizados en el ensayo sobrevivieron en buen estado de salud, sin cambios

macroscopicos en los drganos durante los 14 dias que duré el ensayo.

Sin embargo, en la dosis maxima (2000 mg/kg) se observé piloereccion y sialorrea
desde los 20 min hasta las dos horas posteriores a la administracion de los extractos de
ambas muestras analizadas (Anexo Al4), los cuales indican una actividad estimulante
en el sistema nervioso central. En la necropsia realizada no se observaron diferencias
macroscopicas en los érganos vitales con respecto al control en estdbmago, intestino
delgado, intestino grueso, higado, rifién, bazo, corazon y pulmadn. Estos resultados
sugieren que los extractos metandlicos de los frutos de C. chacoense analizados son
relativamente inocuos a dosis inferiores a 2000 mg/Kg en ratones albinos suizos

hembra por via oral.
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Informacion sobre la toxicidad aguda de los frutos de C. chacoense es escasa en la
literatura, sin embargo, se ha informado que al incorporar frutos de C. annuum en el
alimento de ratones B6C3F hasta un 10 % del peso de los animales no causan un efecto
toxico, similar a lo observado en este trabajo (Jang et al., 1992). No obstante, se ha
informado que la DLso de extractos acetonicos (oleorresinas) de frutos de C. frutescens
(20, 40 y 80% de oleorresina) via oral en ratones albinos machos vario de 283 (40% y
80% olerresinas) a 800 mg/kg (20% oleorresina) (Kumar et al., 2012) dosis
dependiente. Pero por via intraperitoneal en ratones albinos de ambos sexos se reporto
una DLsg menor para el extracto metandlico de frutos de C. frutescens igual a 190
mg/kg (Tamayo et al., 2014). Por otro lado, también se ha informado una DLsg menor
para el alcaloide principal del género Capsicum, la capsaicina, por via oral en ratones
albinos hembras, cuyo valor de DLso fue de 97,4 mg/kg (Ito, C., Miyamoto, Y., Rao,
K.S., Furukawa, 2002). Esta sustancia esta presente en altas concentraciones (98,8-
131,8mg/100g) en los frutos analizados, sin embargo, en este estudio no se observaron

efectos toxicos en fase aguda.
4.3 Potencial nutraceutico
4.3.1 Potencial antioxidante

El potencial antioxidante de los frutos de C. chacoense se midié en funcion a la
capacidad antioxidante total (Inhibicion del radical ABTS-+), contenido de fenoles

totales, carotenoides totales y [3-caroteno como se resume en la Tabla 4.3.

En cuanto a la capacidad antioxidante total (CAT), se midi6 la ICso de los extractos
obtenidos y los milimoles de capacidad antioxidante equivalente a Trolox (mM
TEAC).
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Tabla 4.3. Potencial antioxidante de muestras de Capsicum chacoense.

Unidad de
medida Estancia Ayoreo Trolox

Capacidad ICeo (Lg/mL) 105541222 10904572 139
antioxidante
(ABTS-+) mM TEAC/g 154+52 158+42

SMTC *
Fenoles totales M9 CAE/100g 543,32 + 7,30° 517,26 + 28,02

muestra
Carotenoides  mg/Kg de 125,72 + 6.26° 239,57 + 12,39
totales muestra
B-caroteno ~ M9/Kgde 3,29 + 0,03° 5,60 + 0,49

muestra *

Datos representados como promedio + DE. Letras minusculas diferentes en cada fila
indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias (t de Student ,
p=<0,05). *No aplica

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
inhibitorias (ICso) de los extractos metandélicos de las muestras (t de Student, p<0,05)
y comparativamente con el control, se observd que las muestras presentaban menor
actividad antioxidante que el Trolox. Cuanto menor es la ICso, mayor capacidad tiene
el extracto para inhibir el radical ABTS-+, la relevancia de este dato es mayor cuando
se tienen diferentes extractos, por ejemplo, con diferentes solventes y se quiere evaluar
cuél de ellos presenta mayor actividad, en este caso, los diferentes extractos reportados
en la literatura para otras especies de Capsicum no son directamente comparables.
Hecha esta salvedad en general los valores de ICso de extractos reportados en especies
de Capsicum en estado fresco son menores (59 a 78 pg/mL en C. chacoense, 33 a 45
png/mL en C. chinense, 169 a 483 pg/mL en C. baccatum y 26 a 226 pg/mL en C.
anuum), lo que indica que las muestras evaluadas por Loizzo et al., (2015) en fresco
presentan mayor potencial antioxidante que las muestras desecadas evaluadas en este

trabajo.

Por otro lado, los valores equivalente de Trolox son mejor parametro de comparacion

con otros autores, en las muestras analizadas no se observaron diferencias
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significativas entre ambas (t de Student, p<0,05) y el valor de la capacidad antioxidante
total varié de (154,35+5,08 a 158,25+4,23 mM TEAC/g SMTC, para las muestras
Estancia y Ayoreo, respectivamente. Otros autores han reportado que en diferentes
especies y variedades de cultivos controlados de Capsicum, la capacidad antioxidante
de los extractos variaba de 180 a 920 mM TEAC/g en las muestras de C. chinense, C.
frutescens, C. baccatum,C. annuum y C. pubescens (Meckelmann et al, 2013;
Meckelmann et al, 2015). Estos datos pertenecen a estudios realizados en frutos de
cultivos controlados, procesados de manera estandarizada, lo que refuerza la idea de
que la capacidad antioxidante varia de acuerdo al procesamiento postcosecha, las
condiciones de almacenamiento, sumado a la variabilidad genética propia de cada

especie.

Por otro lado, el contenido de fenoles totales (tabla 4.3)igualmente no presento
diferencias significativas entre ambas muestras (t de Student, p<0,05). En el estudio
realizado por Loizzo et al., (2015) se han reportado valores mayores para los frutos
frescos, congelados y hervidos de C. chacoense (1600 a 2100 mg GAE/100 g muestra)
y comparativamente C. annuum presentaba el mayor valor de fenoles totales (hasta
7140 mg GAE/100g), seguido por C. baccatum (400 a 800 mg GAE/100g) y C.
chinense (50-200 mg GAE/100g). Los valores observados en este trabajo (517-543 mg

GAE/100g) son similares a los reportados para C. baccatum.

Por otro lado Mudric et al., (2017) encontraron valores muy por encima (7030 a 14920
mg GAE/100 g muestra) a lo encontrado en este trabajo en frutos de cuatro variedades
de C. annuum cultivadas y comercializadas como paprika en Serbia. Ademas también
se ha reportado que los frutos de C. frutescens contienen un mayor valor de fenoles
totales (1900 a 2500 mg GAE/100 g muestra) a los de las muestras analizadas (Mudric
etal., 2017). Estas diferencias claramente se explican por los tratamientos postcosecha,
condiciones del cultivo, genética y factores ambientales antes mencionados. Estudios
futuros sobre las condiciones &ptimas del cultivo, secado, almacenamiento y
extraccion de componentes bioactivos de C. chacoense son necesarios para el

aprovechamiento de estas propiedades en este tipo de frutos a nivel local.
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Referente al contenido de carotenoides totales, se observé que la muestra Ayoreo tenia
una mayor cantidad (239,57 + 12,39 mg/kg) que la muestra Estancia (125,72 + 6.26
mg/ kg) (t de Student, p<0,05). El contenido de carotenoides en los frutos de Capsicum
depende principalmente de la madurez (Topuz & Ozdemir, 2007). En un estudio
realizado en México por Wall, Waddell, & Bosland (2001)encontraron que el
contenido de carotenoides totales en frutos enteros frescos de C. chacoense (52 % de
humedad), provenientes de cultivos controlados fue de 633 mg/kg, superior a lo
observado en este trabajo. En la literatura se reporta un amplio rango de valores para
carotenoides en diferentes especies de Capsicum como C. annuum (111-10.121
mg/kg), C. baccatum (248-1.986 mg/kg), C. chinense(1991 a 5432 mg/kg),C.
frutescens(1.334-1.999 mg/kg) y C. annuum (1330 mg/kg) (Tripathi & Mishra, 2009)
donde los valores observados en este trabajo se encuentran dentro del rango reportado

para otras especies de Capsicum.

En cuanto al contenido de B-caroteno, precursor de vitamina A en los vegetales, las
muestras presentaron un rango variable de 3,29 a 5,60 mg/kg, donde Ayoreo
igualmente presentd un contenido significativamente mayor (t de Student, p<0,05). El
contenido de B-caroteno observado representd del 2,3- 2,6 % de los carotenoides
totales, sin embargo, se puede observar que las muestras presentaban otros picos en el
cromatograma de carotenoides (ver Figura 4.7) los cuales no han podido ser

identificados y cuantificados en este trabajo a falta de estandares de referencia.
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Figura 4.7. Cromatograma de carotenoides de un fruto de Capsicum chacoense
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Diferentes autores reportan un contenido de B-caroteno mayor en frutos de C.
chacoense (137 mg/kg) (Wall et al, 2001), 1640 a 6.820 mg/ kg en el pericarpio de
frutos provenientes de un cultivo controlado y sometidos a tratamientos de congelacion
y hervido (Pugliese et al, 2013) donde los frutos frescos presentaban el mayor valor,
seguido de los congelados y por ultimo los hervidos, e incluso hasta 36.660 mg/kg de

muestra en frutos secos de C. chacoense (Pugliese et al., 2014).

Dentro del perfil de carotenoides de C. chacoense, se han descrito compuestos como
violaxantina, neoxantina, antheraxantina, luteina, capsantina, zeaxantina, [3-
criptoxantina y p-caroteno (Pugliese et al., 2013, 2014), siendo el mayoritario la
capsantina, un carotenoide propio del género Capsicum. Se consideran necesarios
otros estudios para identificar los carotenoides presentes en estos frutos “aji del
monte”, ya que el contenido de carotenoides da un valor comercial agregado y las
resinas de Capsicum, son utilizadas como colorantes naturales en la industria
alimentaria (Restrepo Gallego, 2006), medidos en ASTA, una medida de color,
establecida como estandar de calidad para su comercializacion(Wahyuni, Ballester,

Sudarmonowati, et al., 2013).

De acuerdo con estos resultados, el potencial antioxidante de las muestras de C.
chacoense proveniente de frutos secos es menor a lo descrito para la misma especie
por otros autores en cuando a su contenido de polifenoles, carotenoides y actividad
antioxidante total por ABTS. EI principal factor de estas variaciones ademas de la
genética y las condiciones ambientales de crecimiento podria ser el tratamiento post
cosecha empleado por los pobladores para los frutos de C. chacoense, los cuales son
secados al sol mientras que las condiciones industriales del procesamiento de especies
de Capsicum ampliamente utilizadas para su aprovechamiento nutracéutico apuntan a
condiciones optimizadas (en cuanto al sistema de secado, temperatura y tiempo) para
cada especie, de manera a conservar sus componentes principales como carotenoides

de gran valor comercial, utilizados como colorantes naturales en alimentos.
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4.3.2 Actividad antihelmintica in vitro

La actividad antihelmintica del extracto metandlico del fruto de C. chacoense se
evalud utilizado el modelo de Eisenia foetida cuyos resultados se muestran en la Figura
4.8. El fundamento de este modelo considera que los helmintos intestinales una vez
paralizados pueden ser evacuados del sistema digestivo, por tanto, se evalGan las
variables como tiempo de pardlisis y muerte. Se puede observar que en todos los casos
el tiempo de paralisis y muerte es menor al control albendazol (10 mg/mL) utilizado,
con diferencias estadisticamente significativas entre el control y los extractos
(ANOVA, test a posteriori de Tukey, p<0,05). Estos resultados indican que los
extractos presentaron una mejor actividad antihelmintica in vitro que el control. Para
cada dia de ensayo se realiz6 un control negativo, el cual contenia DMSO en solucién
fisiolégica, donde las lombrices permanecieron vivas y sin parélisis hasta la

finalizacion del ensayo

Es de notarse que en las concentraciones mayores a 10 mg/mL no se observaron
diferencias significativas (ANOVA, test a posteriori de Tukey, p<0,05) con el control
positivo, sin embargo, desde la concentracién de 2,5 y 5 mg/mL si se observaron
diferencias significativas (ANOVA, test a posteriori de Tukey, p<0,05), lo que indica
que pasando los 10 mg/mL los sistemas de respuesta a la toxicidad de los extractos
posiblemente se han saturado, y que el potencial rango terapéutico de estos extractos
se encuentra a concentraciones menores a 10 mg/mL. Por consiguiente, trabajos
posteriores a este deberian realizarse a concentraciones menores a 10 mg/mL para
establecer el rango de accidn terapéutica, asi como otros estudios en diferentes
fracciones del extracto camino a la identificacion del o los metabolitos responsables
de la actividad antihelmintica observada en las muestras. Por otro lado, el tiempo de
paralisis y muerte del extracto obtenido de la muestra Estancia (5,80-26,27min y 8,26-
41,21 min, respectivamente) fue mayor al de la muestra Ayoreo (10,63-40,43 y 7,28-

67,19 min, respectivamente).

Se han reportado también actividad antihelmintica en el extracto metandlico de frutos
de C. frutescens en lombrices de la especie Tubifex tubifex, donde encontraron que el
tiempo paralisis variaba de 18,28 a 3,43 min. y el tiempo de muerte de 37,92 a 5,89
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min. para las concentraciones de 2,5 a 10 mg/mL (Kamal et al., 2015), por lo que los
frutos de C. frutescens tendrian una actividad antihelmintica mejor a los extractos de
frutos utilizados en este trabajo. Estas diferencias pueden deberse a la variabilidad

bioldgica tanto de la especie estudiada como la especie de la lombriz utilizada.
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Figura 4.8. Actividad antihelmintica in vitro del extracto metanolico de los
frutos de Capsicum chacoense con Eisenia foetida. A) Tiempo de paralisis para
el extracto metandlico de la muestra Estancia. B) Tiempo de muerte para el extracto
metanodlico de la muestra Estancia. C) Tiempo de paralisis para el extracto
metanolico de la muestra Ayoreo. D) Tiempo de muerte para el extracto metandlico
de la muestra Ayoreo. Datos representados como promedio + DE. Letras minusculas
diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre las medias,
ANOVA, test aposteriori de Tukey (p<0,05). Control positivo: albendazol 10
mg/mL. Control negativo: DMSO + Solucion fisiologica
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También se ha reportado que las hojas de C. frutescens presentaban actividad
antihelmintica (Vinayaka et al, 2013) frente a otro modelo de Pheretima posthuma, en
concentraciones que iban desde 10 a 100 mg/mL, obteniendo valores muy superiores
a los de este estudio, donde el tiempo de parélisis vario de 110,42 a 198,35 min, y el
tiempo de muerte vari6 de 151,09 a 256,23 min.

El resultado del presente trabajo sugiere que el extracto metandlico de C. chacoense
silvestre tiene un potencial medicinal y nutraceutico para el control de infecciones por
lombrices redondas, como ascaris, infecciones por anquilostomas, etc., ya que las
lombrices utilizadas en el estudio tienen una semejanza anatémica y fisiologica con

las lombrices intestinales.

En base a los resultados observados, se pueden establecer proyecciones para estudios
futuros (Figura 4.9.) que amplien ain mas el conocimiento de esta especie silvestre,
considerando que los frutos de C. chacoense analizados poseen una composicion
quimica interesante con potencial nutracéutico, aparentemente inocuo, lo cual esta
ademas demostrado por su uso popular como condimento, por otro lado, los resultados
obtenidos sientan bases cientificas para mejorar su aprovechamiento integral en base
al estudio de condiciones 6ptimas de secado, importante para la obtencién de
oleorresinas de interés para la industria alimentaria en el area de produccion de aditivos
alimentarios naturales como saborizantes y colorantes en reemplazo de ingredientes
criticos como los aditivos artificiales. La optimizacién del sistema de secado permitira
ademéas preservar la actividad antioxidante y conservacion de los compuestos

carotenoides y capsacinoides.
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Figura 4.9. Recomendaciones y proyecciones de los resultados de la composicion
quimica y potencial nutracedtico de C. chacoense.

Trabajos de investigacion sobre otras actividades biologicas como la actividad
antibacteriana y antiviral o la capacidad de proliferacion de células mononucleares,
pueden ampliar el espectro de actividades interesantes para la industria farmacéutica
ademas de la actividad antihelmintica ya evaluada en el presente trabajo, mediante un
disefio de estudios bioguiados que permitan avanzar en la identificacién de los

metabolitos responsables.
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5. CONCLUSIONES
La composicion centesimal de las muestras demostré que los frutos secos de Capsicum
chacoense “aji del monte” contenian altos niveles de fibra alimentaria (47,05 - 49,19
9/100g), proteinas (14,43-15,60 g/100g) minerales como potasio (1708 — 1733
mg/100g), con una relacion K/Na igual a 25. El micromineral més abundante fue el Fe
(2,33 - 3,04 mg/100g).

En el perfil fitoquimico del extracto metandlico, en ambas muestras analizadas se
observo presencia abundante de alcaloides, ademas de flavonoides, taninos, esteroides

y/o triterpenoides libres y saponinas.

Se cuantificaron los alcaloides caracteristicos como los capsacinoides capsaicina y
dihidrocapsaicina donde la muestra Estancia presentd niveles significativamente mas
altos de capsaicina (131,85 mg/100g) y dihidrocapsaicina (80,75 mg/100g) con
respecto a la muestra Ayoreo (98,80 mg/100g y 63,68 mg/100g, respectivamente),
estos niveles fueron correlativos con los niveles de pungencia en las muestras
analizadas (31.890 SHU para Estancia 'y 24.372 SHU para Ayoreo).

Respecto al ensayo de toxicidad aguda con los extractos metanolicos de los frutos de
C. chacoense, no se observaron efectos letales en los animales de experimentacion
ensayados (ratones albinos suizos, hembras) en las condiciones de ensayo (via oral, 14
dias de observacion) a una dosis de 2000 mg/kg de peso, tanto para la muestra Estancia

como para la muestra Ayoreo.

El potencial antioxidante de los frutos analizados se da en funcion al contenido de
fenoles totales (517,26 - 543,32mg GAE/100 g muestra), carotenoides totales (125,72-
239,57mg/kg) y B-caroteno (3,29-5,60 mg/Kg), sumado a los resultados de actividad
antioxidante total in vitro por el ensayo ABTS (154-158mM TEAC/g SMTC) con
concentraciones efectivas (IC50) de 1055-1090 pg/mL, sugieren que los frutos del “aji
del monte” poseen un gran potencial nutracéutico de interés para la industria

alimentaria.

Se observo actividad anti-helmintica de los extractos metanolicos de las muestras en

el intervalo de concentraciones ensayadas (2,5 a 40 mg/mL) con diferencias
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estadisticamente significativas respecto al control (albendazol 10 mg/mL), con

potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica.

Estos son los primeros resultados de composicion centesimal, minerales, perfil
fitoquimico, capsacinoides, fenoles totales, carotenoides totales, B-caroteno, capacidad
antioxidante total, actividad anti helmintica y toxicidad aguda de los frutos secos de
Capsicum chacoense, planta nativa que crece en el territorio chaquefio y constituyen
una base cientifica para futuros trabajos en el area de bioprospeccion de recursos
alimenticios de interés para la alimentacion, la agricultura, la medicina y la

nutracéutica.
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ANEXOS

Estancia Ayoreo

A2. Material de herbario para las muestras Estancia y Ayoreo
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Al12. Extractos metandlicos de C. chacoense en DMSO con solucion fisioldgica,
control positivo (albendazol 10 mg/mL), control negativo o blanco (DMSO en
solucion fisiologica), utilizados en la actividad antihelmintica in vitro.
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A13. Ratones utilizados en el ensayo de toxicidad aguda del extracto metanélico de
los frutos de C. chacoense.
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Al4. Tabla de estudio observacional de comportamiento de la dosis de 2000 mg/kg.
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A15. Organos de ratones utilizados en el ensayo de toxicidad aguda del extracto
metandlico de los frutos de C. chacoense evaluados macroscépicamente.

Al16. Cromatograma de capsacinoides publicados en la AOAC (2000) (Horwitz,
2000)
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Figure 2. Chromatogram showing the capsaicinoids in the pericarp (a), seeds (b) and placenta (c) of Capsicum chinense fruits; and
in the pericarp (d), seeds (e) and placenta (f) of C. baccatum fruits. NDH: nordibydrocapsaicin; CAP: capsaicin; DHC:
dihydrocapsaicin. Note the high absorbance value (mAU) for the placenta of C. chinense and C. baccanom fruits (c),
indicating the high concentration of capsaicin, differently from the others.

Al17. Cromatograma de capsacinoides en C. chinense y C. baccatum publicados por
Gavilan Guillen et al. (2018).
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