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RESUMEN

Las zarzamoras (Rubus spp) son frutos ricos en compuestos nutracéuticos (flavonoides, acidos
fendlicos, taninos y otros), reconocidos por su beneficio a la salud. El objetivo de esta
investigacion consistio en determinar el potencial alimentario y nutracéutico de una coleccion
de zarzamoras silvestres y mejoradas de las regiones boscosas de Michoacan y compararlo con
materiales comerciales. Como materiales de estudios se utilizaron seis genotipos de
zarzamoras: cuatro silvestres (ZS-3, ZS-7, ZS-10 y ZS-11), una comercial “Tupy” y una linea
mejorada (UM-601). A través de columnas empacadas con resinas Amberlite XAD-7 y
Sephadex LH-20 se obtuvieron extractos y fracciones ricos en polifenoles. Analisis con HPLC
y LC-ESI-MS revelaron que la principal antocianina en zarzamora mexicana fue cianidina-3-
O-glucoésido. También se identificaron proantocianidinas en forma de mondmeros a
hexameros y elagitaninos. La concentracion media de antocianinas para el genotipo comercial
fue de 49.2 mg/g de fruto liofilizado (equivalentes de Cy-3-O-glu), las fracciones de genotipos
silvestres y la linea mejorada tuvieron un intervalo de 361.3-494.9 mg/g de fruto liofilizado
(equivalentes de Cy-3-O-glu). La concentracion de proantocianidinas vario en los genotipos
silvestres (417.5-1343.6 mg/g de fruto liofilizado, equivalentes de catequina). Asimismo, a los
extractos obtenidos se les evalu6 fenoles totales, capacidad antioxidante, potencial
antimutagenico e inhibicién de marcadores proinflamatorios (ON, iINOS, PGE-2 y COX-2) en
macrofagos RAW 264.7. Las fracciones de proantocianidinas a una concentracion de 100
pug/mL inhibieron fuertemente la mutagenicidad inducida por 1-nitropireno. Con 50 uM
(equivalentes de Cy-3-glu o catequina) algunas fracciones inhibieron (p<0.05) todos los
marcadores. La fraccion rica en antocianinas ZS-10 y la fraccion rica en proantocianidinas
UM-601 fueron los inhibidores méas potentes de ON (ICs=16.1 y 15.1 uM, respectivamente).
Las fracciones ricas en proantocianidinas ZS-7 y mejorada mostraron la mayor inhibicion en
la expresion de iINOS (IC5=8.3 uM). Las fracciones ricas en polifenoles ZS-7 y UM-601
fueron los inhibidores méas potentes en expresion de COX-2 (ICs=19.1 y 19.3 uM
equivalentes de Cy-3-glu, respectivamente). Este estudio permitié demostrar que la utilizacién
de resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex-LH-20 permite separar y caracterizar los polifenoles
de zarzamora; ademas, se podrian sugerir a los genotipos de zarzamora silvestre Mexicana,
como fuente rica en nutracéuticos, para ser utilizados en programas de fitomejoramiento para
el desarrollo de nuevas variedades.

Palabras clave: zarzamora, antocianinas, proantocianidinas, antimutagénico, marcadores

proinflamatorios.



ABSTRACT

Blackberries (Rubus spp) are fruits rich in nutraceutical compounds (flavonoids, tannins, etc.)
and are recognized for their health benefits. The objective of this research was to determine
the nutritional and nutraceutical potential of a collection of wild and improved blackberries
from the forest regions of Michoacdn and compared it with commercial materials. Six
genotypes of blackberries were studied: wild (ZS-3, ZS-7, ZS-10 and ZS-11), commercial
“Tupy” and an improved line (UM-601). Using columns packed with Amberlite XAD-7 and
Sephadex LH-20 resins, extracts and fractions rich in polyphenols were obtained. Analyses
with HPLC and LC-ESI-MS showed that the principal anthocyanin in Mexican blackberries is
cyaniding-3-O-glucoside. Proanthocyanidins were identified in the form of monomers to
hexamers and ellagitannins. The average concentration of anthocyanins for commercial
cultivar was 49.2 mg/g of lyophilized fruit; the wild and improved genotype fractions had a
range of 361.3-494.9 mg/g of lyophilized fruit (equivalents of Cy-3-O-glu). The concentration
of proanthocyanidins varied in the wild genotypes (417.5-1343.6 mg/g catechin equivalents).
The extracts obtained were evaluated for total phenols, antioxidant capacity, antimutagenic
potential and inhibition of proinflammatory markers (ON, iNOS, PGE-2 and COX-2) in RAW
264.7 macrophages. Fractions of proanthocyanidins at a concentration of 100 ug/mL strongly
inhibited the mutagenicity induced by 1-nitropyrene. With 50 uM (equivalents of Cy-3-glu or
catechin), some fractions inhibited (p <0.05) all markers. The fraction rich in anthocyanins
ZS-10 and the fraction rich in proanthocyanidins UM-601 were the most potent inhibitors of
ON (ICs50=16.1 and 15.1 uM respectively). The fractions rich in proanthocyanidins ZS-7 and
improved cultivar showed the highest inhibition in the iINOS expression (1C50=8.3 uM). The
fractions rich in polyphenols ZS-7 and UM-601 were the most potent inhibitors in the
expression of COX-2 (I1C5=19.1 and 19.3 uM equivalents of Cy-3-glu, respectively). This
study shows that the use of Amberlite XAD-7 and Sephadex LH-20 resins can make possible
the separation and characterization of blackberry polyphenols. It can also be suggested that the
genotypes of wild Mexican blackberries, as a rich source of nutraceuticals, can be used in
phytoimprovement programs for the development of new varieties.

Keywords: Blackberry, anthocyanins, proanthocyanidins, proinflammatory markers.
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l. INTRODUCCION

En el ambito mundial, México esta considerado como un pais muy diverso, y gracias a
su ubicacion geografica presenta una amplia variedad de climas y microclimas, que hacen
posible la existencia de sistemas vegetales exclusivos. De manera particular, la zona
Purépecha del Estado de Michoacan cuenta con caracteristicas climaticas y edaficas propicias
para el desarrollo y produccion de “berries o frutillas”. Las frutillas comprenden especies de
mas de seis géneros y constituyen la mayor parte de lo que se conoce comunmente como
frutales menores. Dentro de estos géneros se encuentran: Aronia, Aristotelia, Fragaria, Rubus,
Ribes y Vaccinium, entre otros. Este grupo podria ampliar en forma por demas interesante el
mapa fruticola de México, tanto para el mercado de exportaciébn como para el interno. Por
otro lado, demanda un uso intensivo de mano de obra pues se requieren 900 jornaleros por
hectarea, y los agricultores que envian en fresco estos productos para el consumidor internacional
obtienen buenas ganancias, ya que, pueden alcanzar hasta un 300% mas que lo que se logra
exportandolos de manera congelada. Las exportaciones de frutillas mexicanas se realizan de
octubre a enero, lo que representa una ventaja competitiva para el pais, pues en dicho periodo es
en el que se alcanzan los precios mas altos en el mercado mundial debido a la escasa oferta
(SAGARPA, 2009).

Las frutillas se utilizan ampliamente en la dieta de paises desarrollados. Se han
identificado y reportado numerosos compuestos polifendlicos con actividad nutracéutica
(flavonoides, acidos fenolicos, taninos, entre otros) en este tipo de frutos y han atraido mucho
la atencion debido al beneficio que generan en la salud humana como antioxidantes,
anticolesterolémicos, antimutagénicos y anticarcinogénicos. En frutillas silvestres vy
comerciales se ha identificado una gran variabilidad en el contenido de polifenoles, asi como
en la concentracion. Numerosos procedimientos analiticos se han empleado para la extraccion
y purificacion de este tipo de compuestos (Elisia y col., 2007). En especies de zarzamora se
han identificado una gran variedad de polifenoles, pero las concentraciones de cada compuesto
estan fuertemente influenciadas por las condiciones analiticas utilizadas, la especie, la
variedad y las condiciones medioambientales en las que se desarrollaron los frutos (Foo y
Porter, 1981; Lei y col., 2001; Scalzo y col., 2005; Koca y Karadeniz, 2009; Schreckinger y



col., 2010). Comdnmente para la separacion e identificacion de polifenoles se utiliza
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC); sin embargo, las técnicas de HPLC s6lo son
adecuadas para fraccionar cantidades relativamente pequefias de extractos de plantas y se
puede perder la actividad bioldgica de los compuestos (Schmidt y col., 2004). Tecnologias de
adsorcion, utilizando resinas como fases sélidas, pueden concentrar, purificar y recuperar
metabolitos secundarios de plantas (Zhang y col., 2008). Por ejemplo, las antocianinas pueden
ser separadas de carbohidratos, sales y otros compuestos solubles utilizando resinas Amberlite
XAD-7, este tipo de resinas tienen una alta afinidad por antocianinas y proantocianidinas. Las
resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20 se han utilizado para aislar antocianinas de
frambuesa (Zhang y col., 2008).

Los compuestos polifendlicos derivados de frutas, vegetales, cereales, leguminosas,
té, vino y otros productos pueden proteger a los humanos contra enfermedades parasitarias,
cancer, enfermedades degenerativas, cardiovasculares, diabetes, inflamaciones crénicas y
agudas, entre otras (Puupponen-Pimia y col., 2004; Smith y col., 2004; Duthie, 2007; Burns y
col., 2008). Estos compuestos son atrapadores de una gran variedad de especies reactivas
(superdxido, radicales hidroxilo, peroxilo, acido hipocloroso y peroxinitritos) dando como
resultado una exposicion menor a este tipo de compuestos, lo que puede contribuir a la
prevencion de enfermedades crénicas en humanos (Rao, 2004). Una gran variedad de
medicamentos no esteroideos son utilizados como antiinflamatorios para tratar enfermedades
relacionadas; sin embargo, estos medicamentos tienen efectos secundarios (Seung-Bin y col.,
2010). Asi, los fitoquimicos se pueden utilizar como agentes naturales preventivos y aquellos
encontrados en frutillas podrian ser una buena alternativa para este fin. Sin embargo, poco se
conoce sobre la actividad antiinflamatoria de los diferentes genotipos de zarzamora (Pérgola y
col., 2006).

En algunas regiones de México se han identificado frutillas silvestres del género Rubus
(zarzamora y frambuesa) que no han sido estudiadas de manera exhaustiva (Reyes-Carmona y
col., 2005). Diversos investigadores han mostrado que las plantas silvestres son una fuente
ideal de fitoquimicos que tienen influencia sobre la salud humana, especialmente porque éstos
contienen niveles naturales de compuestos que no han sido influenciados por seleccion o

cultivos comerciales (Lila, 2006). Por todo lo anterior, el propdsito de este estudio fue evaluar



el potencial nutracéutico de cultivares silvestres y mejorados de zarzamoras seleccionadas de
la zona tarasca de México para compararlas con materiales comerciales y asi determinar si se
pueden utilizar en futuros programas de fitomejoramiento para el desarrollo de variedades

mexicanas competitivas para los mercados nacionales y extranjeros.



Il. REVISION DE LITERATURA

A SALUD EN MEXICO
1 Principales causas de muerte en México

Durante las Gltimas décadas México ha generado y recibido los beneficios de una
mejoria notable en las condiciones de salud. EI mejor reflejo de ello se observa en la esperanza
de vida, entre 1950 y 2005 el pais gand 27 afios en este indicador, hoy las mujeres mexicanas
pueden vivir casi 78 afios y los hombres casi 73 afios (SSA, 2010).

El perfil demogréfico es causa y consecuencia del perfil epidemiolégico del pais. La
estructura por edad muestra una poblacion que envejece paulatinamente, con el
desplazamiento ascendente de la edad mediana, una menor participacion de la poblacién
infantil, y un crecimiento de los grupos de edad media, en edad productiva, asi como el
incremento acelerado de la poblacién mayor de 65 afios. También se observa un transito
persistente de la poblacién rural hacia el medio urbano y la migracién hacia el extranjero ha
cambiado el perfil demografico de comunidades, incluso de entidades federativas. En
consecuencia, las causas principales de muerte también se han modificado. Las infecciones
comunes y los padecimientos ligados a la desnutricion y a la reproduccién, que ocupaban los
primeros sitios entre las causas de muerte, fueron desplazados por las enfermedades no
transmisibles (enfermedades cardio y cerebrovasculares, diabetes, cancer, enfermedades
mentales y adicciones) y las lesiones accidentales e intencionales (SSA, 2010).

En el afio 2008 se observd que en el pais las principales causas de muerte entre
hombres y mujeres eran similares; enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y tumores
malignos (Cuadro 1). Las enfermedades del corazon son las primeras causas de muerte en la
poblacion del pais, el 16.2% de las defunciones masculinas y 18.4% de las femeninas se deben
a padecimientos de este tipo. La diabetes mellitus representa la segunda causa de muerte en los
hombres con 11.9%, mientras que para las mujeres es 16.7%. La tercera causa de muerte entre
la poblacién corresponde a tumores malignos, en hombres 10.9% y en las mujeres 14.3%. En
conjunto, las tres principales causas de muerte agrupan 38.9% de las defunciones masculinas y
49.5% de las femeninas (INEGI, 2010).



Cuadro 1. Principales causas de muerte en México.

Sexo y causas Total Porcentaje
Hombres 300,837 55.8%
Enfermedades del corazon 48,690 16.18
Diabetes mellitus 35,697 11.86
Tumores malignos 32,842 10.91
Accidentes 30,039 9.98
Enfermedades del higado 23,258 7.73
Enfermedades cerebrovasculares 14,388 4.78
Agresiones 12,574 4.17
Enfermedades pulmonares obstructivas 9,155 3.04
Las demas causas 97,579 31.35
Mujeres 238,523 44.2%
Enfermedades del corazén 43,984 18.44
Diabetes mellitus 39,939 16.74
Tumores malignos 34,204 14.33
Enfermedades cerebrovasculares 15,857 6.65
Accidentes 8,823 3.69
Enfermedades del higado 8,263 3.46
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 7,385 3.09
Las demés causas 75,981 33.6
Total (hombres y mujeres) 539, 530 100.0%

INEGI , 2010



De acuerdo a datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2010), se ha establecido que ciertos factores desempefian un papel importante en las
probabilidades de que una persona padezca una enfermedad del corazon, diabetes mellitus o
cancer, y se les denomina “factores de riesgo”. Algunos claramente identificados son:
hipertension arterial, colesterol elevado, obesidad, sobrepeso, tabaquismo, alcohol, estrés,
inactividad fisica y malnutricion.

En nuestro pais estas enfermedades han aumentado de forma alarmante, pero falta
enfrentar lo peor ya que la poblacion mexicana ha optado por cambiar la dieta tradicional
basada en cereales y leguminosas, por comidas rapidas (hamburguesas, pizzas y bebidas
gaseosas) con grasas saturada, azucares refinados y baja en fibra, vitaminas, minerales;
ademés, ha aumentado el sedentarismo (Avila, 2008; SSA, 2010).

En México este tipo de enfermedades se ha atribuido especificamente al alto indice
de personas con problemas de obesidad y sobrepeso. De acuerdo con expertos del Instituto
Mexicano de Seguro Social (IMSS), la obesidad es una situacion alarmante en la poblacion
mexicana, especialmente por la deficiencia en la nutricién y por la falta de actividad fisica
observada en todas las edades; si no se modifican estos habitos de consumo en cinco afios, el
90% de la poblacién sufrird de obesidad y sobrepeso (IMMS, 2010). El Instituto Nacional de
Salud Pdblica calcula que en este momento mas de 70 millones de mexicanos presentan
problemas de sobrepeso y obesidad, mas de 4 millones de nifios entre 5y 11 afios y méas de 5
millones de adolescentes sufren también este trastorno (INCan, 2010). México cuenta con
bastantes personas obesas, pero todavia falta observar el impacto a la salud producido por esta
enfermedad; como diabetes, ateroesclerosis, accidentes vasculares y tumores malignos de
colon, rifién, higado, entre otros (Avila, 2008).

Las causas mas importantes de enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer son
los llamados "factores de riesgo modificables™: dieta malsana, inactividad fisica y consumo de
tabaco y alcohol. Los efectos de la dieta malsana y de la inactividad fisica pueden manifestarse
como "factores de riesgo intermedios” en el aumento de la presion arterial, azUcar y lipidos de
la sangre, sobrepeso y obesidad. Los principales factores de riesgo modificables son
responsables de aproximadamente un 80% de los casos de cardiopatia coronaria y enfermedad

cerebrovascular. También hay una serie de determinantes subyacentes de las enfermedades



crénicas, es decir, "las causas de las causas”, que son un reflejo de las principales fuerzas que
rigen los cambios sociales, econdémicos y culturales: la globalizacion, la urbanizacion y el
envejecimiento de la poblacion. Otros determinantes de enfermedades cardiovasculares y
diabetes son la pobreza y el estrés (OMS, 2010).

Recientemente se ha sugerido el papel del estrés oxidativo en las enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo | y Il y cancer; actualmente es objeto de investigaciones
extensivas. El estrés oxidativo se define como un desbalance entre la produccion de radicales
libres y metabolitos reactivos, también llamados especies reactivas de oxigeno y la
eliminacion de estos ultimos (por mecanismos protectores), son llamados antioxidantes
(Reuter y col., 2010). En diabetes mellitus en animales experimentales y humanos esta
asociada con reduccion en antioxidantes como &cido ascorbico, -tocoferol y glutation,
sugiriendo que el estrés oxidativo tiene un papel critico en la patologia de esta enfermedad. Se
cree que la diabetes mellitus dependiente de insulina resulta de la destruccion de las células-f3
pancreaticas productoras de insulina por multiples factores incluyendo virus, toxinas quimicas
y respuestas autoinmunes (Serrano y col., 2009).

Diversas investigaciones han probado que las especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) originan dafio de a las celulas-p a través de la induccion de apoptosis
y la inhibicion de biosintesis de insulina. Ademas, las células pangrediicas
particularmente susceptibles a los efectos de deterioro de las ROS por la baja expresion de
genes de enzimas antioxidantes (Matsuoka y col., 1997; Hotamisligil, 2006; Kaneto y col.,
2007).

Las ROS como productos del metabolismo celular normal, juegan un papel muy
importante en la estimulacién de las vias de sefializacion que estan involucradas en una
diversa gama de enfermedades (Fang y col., 2009; Reuter y col., 2010). Se han identificado
numerosos agentes quimicos que interfieren con estas vias de sefializacion redox, estos
agentes incluyen compuestos nutracéuticos derivados de cereales, leguminossas, especias,
frutas y vegetales (Rodriguez-Tellez y col., 2001; Surh y col., 2005; Grace y col., 2009;
Nandakumar y col., 2008; Virgili y Marino, 2008; Coté y col., 2010; Schreckinger y col.,
2010).



B ALIMENTOS NUTRACEUTICOS
1 Generalidades

En los ultimos afios se ha reconocido que las enfermedades crénico degenerativas
como diabetes, enfermedades cardiovasculares, hipertension y céncer estan afectando a una
gran parte de la poblacion mundial, no sélo en paises desarrollados sino también en los paises
en vias de desarrollo donde existe malnutricion y no se satisface la demanda de alimento;
ademas, es de baja calidad nutricional (FAO/WHO, 2010).

El ser humano siempre ha buscado una mejor forma de vivir, de tener una excelente
salud y condicién de vida. Los alimentos proveen de los macro y micronutrientes
(carbohidratos, proteinas, fibras, vitaminas y minerales) necesarios para atender los
requerimientos del organismo en cada una de sus funciones. Hipocrates, quien es considerado
como el primer médico del mundo decia: “Que tu alimentacion sea tu medicina”. Para obtener
maximos beneficios para la salud con la dieta, expertos en nutricién recomiendan el consumo
de una gran variedad de alimentos. Ademas de macro y micronutrientes se han encontrado
otro tipo de compuestos potencialmente bioactivos o fitoquimicos que no estan designados
como nutrientes tradicionales; éstos se encuentran en alimentos de origen vegetal (frutas,
vegetales, cereales, leguminosas, etc.). Diversas investigaciones de esos compuestos en
plantas han mostrado que tienen muchas formas y producen una gran variedad de efectos
bioldgicos. Diversas clases de alimentos de origen vegetal contienen diferentes combinaciones
de fitoquimicos (Boucher., 1999; Raskin y col., 2002; Hannum., 2004).

En los afios 70°s con el progreso tecnoldgico aplicado a las ciencias de los alimentos
muchos nuevos tipos de componentes alimenticios fueron descubiertos. Fue en Japon donde se
empezaron a realizar estudios sobre los efectos fisiologicos de esos componentes en sistemas
de células animales. Los componentes de los alimentos o sus derivados que ocasionaron algun
efecto fisioldgico positivo en quienes los consumieron fueron refinados y purificados ademas,
se convirtieron en medicinas o suplementos dietarios. Estos ultimos son productos que se
ingieren oralmente y contienen ingredientes que intentan suplementar adecuadamente los
nutrientes que pueden estar haciendo falta en la dieta y por lo tanto promueven la salud (FDA,
2011). Empez0 asi una intensa busqueda de alimentos que tenian efectos positivos en la salud

humana, asi como la identificacion de los ingredientes biologicamente activos que daban ese



efecto, llegando posteriormente al concepto de alimento nutracéutico (Hannum, 2004).
También, como ya se mencioné anteriormente, se ha reportado un efecto benéfico en la salud
(antiviral, antitumoral, anticarcinogénico, fortalecedores del sistema inmune, reduccion del
riesgo de padecer enfermedades cronicas por la disminucion de los niveles de triglicéridos en
la sangre, incremento en las lipoproteinas de alta densidad [colesterol bueno], control de la
glucosa en sangre, entre otros) por la ingesta de una gran variedad de frutos o alimentos de
origen vegetal (Zakany y col., 1980; Dong-Hyun y col., 2001; Cui y Chisti, 2003; Kaneno y
col., 2004).

En la actualidad existen controversias entre los términos alimentos funcionales y
nutracéuticos. Los alimentos funcionales se definen como “Cualquier alimento modificado o
ingrediente alimenticio que pueda proveer un beneficio a la salud mas alla de los nutrientes
tradicionales que los alimentos contengan” o FOSHU’s los cuales estan legalmente
identificados en Japon. Los FOSHU’s son alimentos procesados que ademas de nutrir al
organismo contienen ingredientes que tienen una funcion especifica en el cuerpo, estos
ingredientes incluyen 11 categorias: (1) fibra dietaria, (2) oligosacaridos, (3) azucar de alcohol
, (4) acidos grasos poliinsaturados, (5) péptidos y proteinas, (6) glucosidos, isoprenoides y
vitaminas, (7) alcohol y fenoles, (8) colinas, (9) bacterias acido lacticas, (10) minerales y (11)
otros. Los FOSHU’s son evaluados por el Ministerio de Salud para dar un permiso que indique
naturaleza y efectividad a la salud (Delgado-Vargas y Paredes-L6pez, 2003). Boucher (1999)
define a los alimentos nutracéuticos como “Alimentos que proveen beneficio para la salud,
mas alla de la nutricion béasica”. Delgado-Vargas y Paredes-Lopez (2003) definen a un
alimento nutracéutico como “cualquier sustancia que puede ser considerada un alimento o
parte de un alimento y provee beneficios médicos o a la salud, incluyendo la prevencion y
tratamiento de enfermedades”. Desafortunadamente esos términos no estan universalmente
aceptados y pueden variar de pais en pais. El término nutracéutico no existe bajo la legislacion
de Estados Unidos de América ni de México; sin embargo, en esta propuesta se utilizara este
término.

Los compuestos nutracéuticos no solamente han captado el interés de cientificos y
promotores de la salud y dependiendo del interés y/o antecedentes, el esquema organizacional

para los nutracéuticos puede variar. Por ejemplo, los cardiélogos pueden estar mas interesados



en aquellas sustancias nutracéuticas asociadas con la reduccion de enfermedades del corazon,
especificamente su interés podria encontrarse en las sustancias que tengan influencia positiva
en hipertension, hipercolesterolemia o para reducir la actividad de radicales libres (Beelwilder
y col.,, 2005). Mientras tanto, los oncélogos podrian estar mas interesados en aquellas
sustancias con actividad anticarcinogénica que pueden estar asociadas con incrementos en
desintoxicacion de sistemas microsomales y defensas antioxidantes que pudieran disminuir la
existencia de cancer. Por otro lado, cientificos que trabajan sobre el desarrollo de alimentos
funcionales podrian no solamente incluir las propiedades fisioldgicas, sino también la
estabilidad y las propiedades sensoriales, asi como costos (Wildman, 2001; 2006).

Los ingredientes nutraceuticos y funcionales de los alimentos se han mostrado como
sustancias GRAS (Generalmente Reconocidos como Alimentos Seguros). Se han identificados
una gran cantidad de alimentos o cultivos con potencial nutracéutico, tales como: amaranto,
quinoa, frijol, soya, especias, cereales, ginseng, aguacate, chile, pifia, nopal, jitomate, guayaba,
fresa, zarzamoras, frambuesas, cerezas, entre otros (Guzméan-Maldonado y Paredes-LOpez,
1999; Lawrence y col., 1999, Wildman, 2001; 2006).

2 Clasificacion de compuestos nutracéuticos

Dependiendo del interés, ya sea para la instruccion académica, disefio de ensayos
clinicos, desarrollo de alimentos funcionales recomendaciones dietarias, los nutracéuticos se
pueden organizar de varias maneras dependiendo del interés especifico. La propuesta siguiente
nos permite clasificar a los nutracéuticos por fuente alimenticia, mecanismos de accion y
naturaleza quimica (Wildman, 2001; 2006).

a Clasificacion por fuente alimenticia

Uno de los modelos mas amplios de la organizacion de nutracéuticos se basa en su potencial
como fuente alimentaria. En esta clasificacion los nutracéuticos pueden separarse en plantas,
animales y microorganismos (bacterias y levaduras). Este modelo es mas adecuado cuando
hay interés en un compuesto nutracéutico particular o compuestos relacionados o cuando hay
un interés en un alimento especifico por razones geogréaficas/agricolas, asimismo para el
desarrollo de alimentos funcionales. EI Cuadro 2 proporciona una lista de nutracéuticos que
son considerados Unicos para ciertos alimentos o familia de alimentos (Wildman, 2006).
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Cuadro 2. Compuestos nutracéuticos agrupados por fuente alimenticia

Compuestos Plantas Animales

Fibra

Hemicelulosa Todas las plantas -

Lignina -

Celulosa -

Pectina Citricos, cacao, nopal, frutillas, -
otros

Flavonoides

Quercitina Frutas, verduras, té verde -

Genisteina Soya, frijol, garbanzo -

Daidzeina Soya, frijol, garbanzo -

Acido galico Tés, bayas, uvas, aceite de oliva, -
cocoa, nueces

Luteina Coles, repollo, lechuga, -
espinacas, maiz y mostaza

Zeaxantina Nopal, otros -

Acidos grasos

Lecitina Soya -

Acido linoleico conjugado
(ALC)

Acido eicosapentanoico
Vitaminas

Licopeno

y- tocotrienol

Acido ascorbico

Frutas, hortalizas, frutos secos,
aceites cartamo, girasol, maiz,
soya

Tomate, sandia

Tomate

Citricos, frambuesa, zarzamora,
hotalizas.

Aceites de pescado

[-caroteno Zanahoria, brécoli, tomate, -
papas y espinacas.

a-tocoferol Nueces, avellanas, soya, aceite -
de palma, girasol

Minerales

Potasio Brocoli, habas, tomate, papas, Carnes rojas, pollo,
Kiwis, ciruelas, platano. pescado, salmoén,

Zinc Lentejas, soya, garbanzo, frijol,  Productos lacteos
hortalizas

Selenio Granos, hortalizas, ajo, germen  Pollo, higado, huevos,
de trigo carnes rojas, mariscos,

pescado

Calcio Brocoli, col, mostaza, repollo, Productos lacteos
almendras, nueces, naranja

Wildman, 2006
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b Clasificacion por mecanismo de accion

Otra manera de clasificar a los compuestos nutracéuticos es por su mecanismo de
accion. Esta clasificacion estd basada en supuestas propiedades fisiologicas. Podrian ser
antioxidantes, hipocolesterolémicos, antiagregado, antiinflamatorio, anticarcinogénico,
osteoprotector, entre otras (Cuadro 3) (Wildman, 2001, 2006).
c Clasificacion por naturaleza quimica

Otra forma de agrupar a los compuestos nutracéuticos es por su naturaleza quimica.
Este enfoque permite que se clasifiquen bajo grupos moleculares elementales. Este modelo
preliminar incluye varios grupos grandes que proveen una base para subclasificacarlos o
subagruparlos. Una de las formas es: derivados de isoprenoides, compuestos fenolicos, acidos
grasos y lipidos estructurales, carbohidratos y derivados, sustancias a base de aminoéacidos,
microbios y minerales (Figura 1) (Delgado-Vargas y col., 2003; Wildman y col., 2006)
3 Polifenoles

Los polifenoles son una amplia variedad de metabolitos secundarios sintetizados por
plantas vasculares y abarcan mas de 8000 compuestos fenolicos relacionados con una variedad
de funciones fisiologica, tales como: absorcion de nutrientes, fotosintesis, actividad
sensoriales (Hollman y col., 1997; Han y col., 2007b; Singh y col., 2009; Wu-Yang y Yi-
Zhong, 2010).
Los compuestos fendlicos son sintetizados por un par de rutas biosintéticas, las vias
predominantes son la ruta de aromaticos, iniciando con la produccién de aminoacidos
aromaticos a través de la via del shikimato. Algunos aminoécidos aromaticos contindan la via
de fenilpropanoides, produciendo derivados del acido cinamico, los cuales podrian unirse en la
ruta de los flavonoides para dar lugar a una gran diversidad de compuestos flavonoides (De
Bruyne y col., 1999). Estructuralmente, los compuestos fendlicos son derivados del benceno
con uno o méas grupos hidroxilo sustituyentes, frecuentemente acompafiados de sustituciones
funcionales, tales como: ésteres, ésteres metilicos, glicosidos y otros. (Visioli y col., 2000;
Duthie, 2007; Han y col., 2007b; Szajdek y Borowska, 2008; Wang y col., 2008). Los
polifenoles varian desde compuestos simples a complejos, peso molecular alto y bajo, de

anillos aromaticos, sencillos a complejos, posicion y nimero de glicésidos, taninos y
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Cuadro 3. Compuestos nutracéuticos agrupados por mecanismo de accion.

Influencia positiva sobre el

Anticancer perfil de lipidos en sangre Antioxidantes Antiinflamatorio Osteogénetico o
protector de los huesos
Capsaicina B-glucan Acido ascorbico Acido linolénico CLA
Genisteina y-tocotrienol p-caroteno EPA Proteina de soya
Daidzeina d-tocotrienol Polifenoles DHA Genisteina
a-tocotrienol MUFA Tocoferoles Capsaicina Diadzeina
y-tocotrienol Quercetina Tocotrienoles Quercetina Calcio
CLA ®-3-PUFAS Indol-3-carbanol Curcumina
Resveratrol a-tocoferol
Esfingolipidos Taninos Acido elagico
Limoneno B-citosterol Licopeno
Dialil sulfurado Saponinas Luteina
Ajoeno Glutation
a-tocoferol Hidroxitirosol
Enterolactona Luteolina
Curcumina Oleuropeina
Acido elagico Catequinas
Luteina Gingerol
Carnosol Acido clorogénico
Taninos

CLA: &cido linoleico conjugado; EPA: &cido eicosahexanoico; DHA: &cido docohexaenoico; MUFA: &cidos grasos
monoinsaturados; PUFA:4cidos grasos poliinsaturados
Wildman, 2001; 2006.
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Nutracéuticos
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A 4

Acidos grasos y

A 4

Carbohidratos y
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Microbioldgicos

lipidos estructurales derivados
—Carotenoides \ 4 A o Probidticos
o Compuestos o Acido ascorbico
~Saponinas fenolicos ~Esfingolipidos Oligosacéridos Minerales Prebitticos
—Tocotrienoles | cumarinas —Lecitinas Polisacridos
—Terpenos simples _ —MUFA J no almidonosos |
—Tanino - a
—CLA Proteinas/
— Ligninas —PUFAS aminoacidos |_ge
_Antocianinas _AminOéCidOS _K
—Compuestos alil-S
—Isoflavonas —Cu
L Flavononas —Capsaicinoides
- —Z7n
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—Indoles
— Folatos
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Figura 1. Clasificacién de compuestos nutracéuticos agrupados por naturaleza quimica. CLA: &cido linoleico; MUFA:
acidos grasos monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos poliinsaturados.
Wildman, 2006.
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derivados fenolicos grandes (Han y col., 2007; Fernadez-Panchon y col., 2008; Wu-Yang y
Yi-Zhong, 2010).
A Clasificacion de compuestos fenélicos

Sobre la base de sus propiedades estructurales, los compuestos fendlicos podrian ser
subdivididos en varios grupos (Figura 2) (1) acidos fendlicos, (2) flavonoides, (3) estilbenos,
(4) ligninas y taninos (Han y col., 2007; Paredes-Lépez y col., 2010).
1) Acidos fenolicos

Los 4cidos fendlicos estan universalmente distribuidos en las plantas, su
biodisponibilidad en la dieta es un factor importante en posibles beneficios a la salud de
humanos y animales. Compuestos fendlicos simples se han encontrado con mucha frecuencia
como resultado de la descarboxilacién de acidos fenolicos, degradacion de ligninas o actividad
microbiana (Sailendra y col., 2006). Del total de polifenoles que se encuentran en las plantas
el 30% son &cidos fendlicos. Los &cidos fendlicos derivados del &cido hidroxibenzoico son
acido galico, vanilico, protocatecuico y siringico. Los &cido fendlicos derivados de &cido
hidroxicinamico incluyenp -cumarico, cafeico y ferulico (Nichenametla y col., 2006). Los
acidos hidroxicinamicos se encuentran mas frecuentemente como ésteres simples con acidos
carboxilicos o glucosa y los hidroxibenzoicos estdn mayormente presentes en forma de
glucdsidos. El acido cafeico es el principal representante de los acidos hidroxicindmico y se
presenta en los alimentos principalmente como acido clorogénico, un éster del acido cafeico y
acido quimico. El é&cido feralico es un monofendlico fenilpropanoide que se encuentra
ampliamente en el reino vegetal (Rice-Evans y col., 1996; Clifford, 1999).
2) Flavonoides
Los flavanoides son de los grupos naturales mas abundantes que se producen en el reino
vegetal. La estructura basica de flavonoides es el nacleo flavan, que consta de 15 atomos de
carbono dispuestos en tres anillos (C6-C3-C6), comunmente conocido como A, B y C. El
nivel de oxidacion y el patron de sustitucion del anillo C permite distinguir las clases de
flavonoides, mientras que los compuestos individuales dentro de una clase se diferencian por

sustituciones de los anillos A y B, que pueden incluir higrogenacion, hidroxilacion,
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Compuestos Fendlicos

Acidos fenélicos

Flavonoides

Estilbenos Taninos

Diferuloilmetanos

Esqueletos de Flavonoides

Trans-resveratrol

v
Antocianinas

Delfinidina
Malvidina
Cianidina
Pelargonidina
Peonidina

Figura 2. Clasificacion de polifenoles
Hany col., 2007b; Paredes-Lopez y col., 2010
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metilacion, sulfatacion, y glicosilacion (Figura 3). Ademas, el anillo C pirano también se
puede abrir en forma de chalconay reciclarse en un anillo furano (Cook y Samman, 1996).

Actualmente, el numero exacto de flavonoides es dificil de saber; sin embargo, se
han identificado mas de 5000 diferentes flavonoides y se clasifican por lo menos en 10 grupos
de productos quimicos (Whiting y col., 2001); entre ellos los flavonoles, flavonas, flavanoles,
flavanonas, catequinas, antocianidinas y las isoflavonas son particularmente comunes
(Hannum, 2004; Lin y Weng, 2006).

a) Antocianinas

Las antocianinas son consideradas uno de los mayores e importantes pigmentos de
plantas visibles para el ojo humano (Kong y col., 2003). Pertenecen al grupo de flavonoides y
son glicésidos de derivados polihidroxilados y polymetoxi del 2-fenilbenzopirano o sales de
flavilum. EI cation flavilum constituye la parte principal de la molécula de las antocianinas
(Figura 3) y contiene dobles enlaces conjugados responsables de la absorcion de la luz
alrededor de 500 nm, pigmentos que aparecen de diversos colores rojo, naranja, purpura y azul
(Markakis, 1974). Las agliconas, llamadas antocianidinas, son por lo general penta-(3,5,7,3, 4)
o hexa- (3,5,7,3, 4, 5) sustituidos (Francis, 1989). Se han identificado mas de veinte
antocianidinas naturales; sin embargo, seis de ellas son las mas comunes en los alimentos:
pelargonidina (Pg), peonidina (Pn), cianidina (Cy), malvidina (Mv), petunidina (Pt) y
delfinidina (Dp) (Jurd, 1972).

Las antocianidinas rara vez se encuentran en la naturaleza como tal y se presentan
mas comunmente en su forma glicosilada, como antocianinas, que son mas solubles y estables
en soluciones acuosas (Harborne, 1964). Fracciones comunes de glicosidos que podemos
encontrar unido a la aglicona son: glucosa, ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa; sin
embargo, glicosidos complejos como rutinosa, soforosa y sambubiosa también puede estar
presentes de forma natural (De Ancos y col., 1999). Asimismo, las antocianinas se pueden
diferenciar por la naturaleza y el nimero de &cidos organicos unidos a las unidades glicosilo-
antocianinas, normalmente acidos fenolicos aromaticos o alifaticos dicarboxilo o una
combinacién de ambos. Los agentes acilantes mas comunes incluyen derivados de los acidos

hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzoico y una serie de acidos alifaticos (Clifford, 2000)

17



R,

Los grupos Rn pueden ser H, OH o OCHj;, dependiendo de la antocianina considerada.
La nomenclatura mas comun aceptada para numerar los carbonos esta indicada dentro
de la estructura.

Figura 3. Estructura bésica de antocianinas

Delgado-Vargas y col., 2000
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Ademas de su papel como metabolitos secundarios en la pigmentacion de las plantas,
las antocianinas han adquirido un mayor interés como ingredientes funcionales para
aplicaciones en alimentos y como potenciales agentes de proteccidn contra el estrés oxidativo
(Stintzing, y col., 2002a). Sin embargo, son deficientes en electrones, por lo que el nucleo
flavilium es altamente reactivo y sufre cambios estructurales indeseables durante el
almacenamiento y procesamiento (Jurd, 1972). La estabilidad del color de las antocianinas es
fuertemente afectada por diversos factores, incluyendo estructura, concentracion, pH,
temperatura, luz, enzimas, oxigeno, copigmentos, iones metalicos, acido ascorbico, azlcares y
los productos de degradacion (Rodriguez—Saona y col., 1999).

La estructura de la antocianina, sobre todo lo relacionado con el nimero y posicion
de las unidades glicosilo y grupos acilo unidos a la aglicona, influye significativamente en la
reactividad de la molécula y en la estabilidad del color de la antocianina (Baublis y col., 1994;
Turker y col.,, 2004). El incremento de la concentracion de antocianinas también ha
demostrado que promueve una mayor estabilidad del color a través de reacciones de auto-
asociacion entre antocianinas (Dao y col., 1998). Debido a la naturaleza ionica, las
antocianinas se ven fuertemente influenciadas por los cambios en pH, lo que permite cambios
estructurales dando como resultado diferentes colores y tonalidades en los diferentes valores
de pH (Jurd, 1972, Clifford, 2000) (Figura 4). En medios muy acidos se presenta un intenso
color rojo del cation flavilium, la forma predominante, cuando el pH se incrementa produce la
forma carbinol incolora y por lo tanto, la disminucién de la intensidad del color. Ademas, el
incremento del pH da lugar a la apertura del anillo del carbinol, obteniéndose una chalcona
incolora (Markakis, 1974).

La temperatura y la presencia de oxigeno son factores importantes que influyen en
las tasas de degradacion de las antocianinas durante el almacenamiento y procesamiento. El
incremento de las temperaturas se cree que induce la hidrélisis de enlaces glicosidicos en las
moléculas de antocianinas, 1o que conduce a la formacion de agliconas inestables que se
degradan rapidamente en sistemas acuosos (Maccarone y col., 1985). Los efectos indeseados y
pérdidas aceleradas de antocianinas en presencia de oxigeno se han atribuido a reacciones de
oxidacion directa o indirecta (Jackman y col., 1987; Delgado-Vargas y col., 2000; Naczk y
Shahidi, 2004).
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Figura 4. Estructuras moleculares de antocianinas generadas bajo diferentes
condiciones de pH.
McGhie y Walton, 2007
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Por otra parte, la presencia de ciertas enzimas comunes en sistemas alimentarios,
incluyendo glucosidasas, peroxidasas y fenolasas aceleran la degradacion de antocianinas. Las
glucosidasas tienen la capacidad de romper los enlaces covalentes entre los residuos glicosilo
y agliconas, lo que conduce a la rapida degradacién de la aglicona inestable; mientras que
peroxidasas y fenolasas puede oxidar los compuestos fendlicos (Poei-Langston y Wrolstad,
1981; Krifi y col., 2000; Kader y col., 2001; Naczk y Shahidi, 2004).

b) Flavonas y flavonoles

Las flavonas contienen un enlace doble entre las posiciones C2 y C3 en la estructura
de flavonoides (anillo C) y una cetona en la posicion C4. La mayoria de las flavonas de frutas
y hortalizas tienen un grupo hidroxilo en la posicion C5 del anillo A, mientras que la
hidroxilacion en otras posiciones, mas a menudo en la posicién C7 del anillo A o posiciones
C3" y C4’ del anillo B, puede variar en funcion de la clasificacién taxonémica de una fruta o
verdura en particular. Las agliconas flavona mas generalizada son apigenina y luteolina, sin
embargo los diversos patrones de sustitucion hacen a este grupo mas grande, con 309
agliconas en la ultima compilacién de flavonoides (Valant-Vetschera y Wallenweber y col.,
2006). La glicosilacion se produce sobre todo en las posiciones C5 y C7, mientras que la
metilacion y acilacion de grupos hidroxilo en el anillo B. Algunas flavonas son
polimetoxiladas, como tangeretina y nobiletina, flavonas tipicas que se encuentran en la
cascara de citricos (Williams, 2006).

Los flavonoles tienen como Unica diferencia con las flavonas el grupo hidroxilo, un
grupo en la posicion C3 de éste ultimo, el grupo hidroxilo en el carbono 3 también puede ser
glicosilado y es quizds el mads comdn en las frutas y hortalizas. Valant-Vetschera y
Wallenweber (2006) reportaron 393 agliconas de flavonoles. De la misma manera que las
flavonas, estas agliconas son muy diversas en los patrones de hidroxilacion y metilacion; por
lo tanto, cuando los patrones de glicosilacion son considerados, los flavonoles son quizéas el
subgrupo mas numeroso. Las agliconas flavonoles mas comunes son: quercetina y kaempferol,
tienen 279y 347 combinaciones diferentes de glucdsidos, respectivamente (Williams, 2006).
3) Estilbenos

Los estilbenos estan estructuralmente caracterizados por la presencia de un nGcleo de

1,2-difeniletileno con grupos hidroxilo en los anillos aromaticos, existen en la forma de
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mondmeros y oligémeros. Estos son sintetizados por la enzima estilbeno sintasa de una
molécula de 4-cumaroil-CoA y tres moléculas de malonil-CoA como sustratos. EI compuesto
mejor conocido es el trans-resveratrol, que posee un esqueleto trihidroxiestilbeno (Riles y col.,
2006). El resveratrol es un polifenol generado en respuesta al estrés en algunas plantas y se ha
encontrado en mayor proporcion en la piel de las uvas, cacahuate y vino tinto, asi como en
plantas no comestibles. Este compuesto es abundante en uvas utilizadas para la elaboracion de
vinos, pero se encuentra en concentraciones relativamente bajas en frutas y vegetales. El
resveratrol es sintetizado preferencialmente en respuesta a infecciones fungicas, pero también
se ha visto en bayas maduras (Creasy y Coffe, 1997). En uvas se ha reportado un contenido de
resveratrol de 1.04 mg/kg y en vino 1.67 mg/L (Riles y col., 2006). EI resveratrol ejerce un
fuerte efecto inhibitorio sobre radicales superoxido y perdxido de hidrogeno producidos por
macrofagos que fueron estimulados por lipopolisacaridos (Martinez y Moreno, 2000). Se ha
especulado que el resveratrol puede actuar como un antioxidante, promueve la produccion de
oxido nitrico, inhibe la agregacion de plaquetas e incrementa la sintesis de colesterol de alta
densidad y asi, sirve como un agente cardioprotector (Bhat y col., 2001).
4) Taninos

Los taninos fueron definidos primeramente en 1962 por Bate-Smith y Swann como
compuestos polifendlicos solubles en agua con pesos moleculares en una rango de 500 a 3000,
posteriormente se reportdé la identidad quimica y la capacidad para precipitar proteinas
(Hasland, 1989). Sin embargo, algunos taninos son insolubles en agua; tienen pesos
moleculares de 3,000 a 30,000 (Wursch y col., 1984) y pueden encontrarse asociados con
polisacaridos de la pared celular (Saura-Calixto, 1987; Le Bourvellec y col., 2004; Serrano y
col., 2009;). Son moléculas altamente hidroxiladas y son responsables de la astringencia en
los alimentos debido a la precipitacion de las enzimas en la saliva. Se clasifican en dos grupos:
taninos condensados o proantocianidinas y taninos hidrolizables. Una gran variedad de
diferentes alimentos de origen vegetal contienen taninos (Cuadro 4) como tés, vinos, granos y
frutas (manzanas, mangos, platanos, uvas, ciruelas, peras, duraznos, sorgo, mijo, cebada,
chicharos y fresas) (Naczk y Shahidi, 2004; Han y col., 2007; Serrano y col., 2009; Wu-Yang
y Yi-Zhong, 2010).
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Cuadro 4. Alimentos que contienen taninos condensados o proantocianidinas y taninos

hidrolizables.
Grupo Condensados Hidrolizables Ref.
alimenticio
Proantocianidinas  Elagitaninos Galotaninos
Cereales
Cebada X 1
Sorgo X 2

Leguminosas

Frijol X 3

Garbanzo X 4
Frutas

Aréandano X X 5,6

Arandano rojos X X 7,8

Cerezas X X 59

Fresa X X

Frambuesa X X 5,6, 10

Mango X X 11

Maqui X 12

Mortifio X 12

Uva X X 56,9

Zarzamora X X 5,6,7,13
Nueces

Almendras X 5

Cacahuate X X 5,13,14

Pistache X 5

'Bonoli y col., 2004; “Brandon y col., 1980; *Beninger y col., 2005; “Baloyi y col., 2001; *Gu y col., 2004;
®Amakura y col., 2000; ‘Kahkonen y col., 2001; ®Hakkinen y col., 1999; °Shahrzard y col., 1996; °Seeram y col.,
2006; *Soong y Barlow, 2006; *2Shrekinger y col., 2010;**Lou y col., 1999; *Lou y col., 2004.
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a) Taninos condensados 0 proantocianidinas

Los taninos condensados O proantocianidinas, también se les conoce como
oligbmeros de proantocianidinas, picno-genoles o leucocianidinas, oligomeros de polimeros
de flavanoles (Nandakumar y col., 2008). Son compuestos naturales que se encuentran muy
distribuidos en frutas (ardndanos rojos y morados, grosellas rojas y moradas), semillas de
uvas, vino tinto, vegetales, nueces, semillas, flores, té negro y corteza de pinos y otras plantas
(Yamakoshi y col., 2002; Nandakumar y col., 2008).

Son una clase de compuestos fendlicos que toman la forma de oligbmeros o
polimeros de unidades de polihidroxi-flavan-3-ol, tales como (+)-catequina y (-)-epicatequina
(Nandakumar y col., 2008). Estructuralmente, los mondémeros de las proantocianidinas estan
ligados por enlaces C-C entre si, principalmente en la posicion del C4-C8, pero también
pueden existir las uniones entre el C4-C6 (Figura 5) (procianidinas Tipo B). En algunos
compuestos de plantas también se han encontrado uniones en la posicion C2-C7 (procianidinas
tipo A) (Figura 5) (Joshi y col., 2001; Yamakoshi y col., 2002; Nandakumar y col., 2008).
Las proantocianidinas formadas exclusivamente de unidades de epicatequina son llamadas
procianidinas, que son muy abundantes en plantas. Las proantocianidinas menos comunes
contienen subunidades de epigalocatequina y también son llamadas prodelfinidinas. Las
subunidades de flavan-3-ols pueden tener grupos acilo sustituyentes como acido galico o
grupos glicosilo ambos pueden estar unidos en la posicién del C3 o C5 de los oligébmeros
(Santos-Buelga y Scalbert, 2000).

Por otro lado, las proantocianidinas forman complejos con proteinas de la saliva
formando el caracter astringente de los frutos (uvas, duraznos, manzanas, peras, frutillas, etc)
y bebidas (vino, sidra, té, cerveza, etc.) y el amargor del chocolate. Esta astringencia cambia
durante el transcurso de la maduracién y cominmente desaparece cuando los frutos alcanzan
su madurez completa (Puupponen-Pimi& y col., 2005; Garras, 2009). Poca informacion esta
disponible en alimentos sobre la distribucion y naturaleza de las proantocianidinas; sin
embargo, el contenido de proantocianidinas en los alimentos varia, debido a la naturaleza de
las muestras analizadas, variedad, estado de maduracion, parte del alimento analizado, nivel de
procesamiento o por el método analitico empleado, etc. (Santos-Buelga, y Scalbert, 2000; Pan
y col., 2008; Nandakumar y col., 2008).
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Figura 5. Estructuras simples de procianidinas diméricas (tipos de enlaces en taninos condensados).
Serranoy col., 2009
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En 88 alimentos estudiados se encontré predominantemente taninos condensados, lo
que sugirié que este tipo de polifenoles pueden ser de los compuestos polifenolicos mas
abundantes en la naturaleza (Shahidi y Naczk, 1995; Parr y Bolwell, 2000). Las semillas de
uva (Vitis vinifera) son particularmente ricas de proantocianidinas, estas son principalmente
dimeros, trimeros y oligdmeros altamente polimerizados de mondémeros de catequinas (Silva y
col., 1991; Yamakoshi y col., 2002; Nandakumar y col., 2008). Se ha demostrado que los
taninos condensados o0 proantocianidinas son potentes atrapadores de radicales libres y poseen
capacidad antioxidante, son més efectivos que el acido ascorbico y vitamina E (Bagchi y col.,
1997; Joshi y col., 2001).

Por otro lado, este tipo de compuestos ademas de su capacidad antioxidante poseen
capacidad anticarcinogénica en humanos debido a la regulacién de citocinas como IL-10 e IL-
6 en diferentes modelos de tumores (Mittal y col., 2003; Singh y col., 2004; Mantena y col.,
2006), ademas, inducen apoptosis (regulan expresion de Bax-2), estimulan el sistema inmune
y reprimen la expresion de genes de COX-2 e iNOS (Dai y col., 2007; Nandakumar y col.,
2008; Pan y col., 2008; Guo-Shu y col., 2010).

b) Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables, son poliésteres heterogéneos que se forman cuando el
acido elagico se esterifica y se liga con grupos hidroxilo de un carbohidrato poliol como la
glucosa. Sin embargo, también se ha reportado la presencia de otros azticares como fructosa,
xilosa, sacarosa y algunas estructuras al azar como hamamelosa (Serrano y col., 2009). Si el
4cido es acido elagico, los compuestos son llamados galotaninos. Esteres con &cido
hexahidroxidifénico (cuando se hidroliza el tanino y se forma acido elagico + agua) son
Ilamados elagitaninos. Dentro de los méas estudiados se encuentran galotaninos, elagitaninos
como castalagina, punicalagina. Se encuentran en cantidades traza en plantas (Parr y Bolwell.,
2000; Serrano y col; 2009).

Un gran namero de flavonoides de origen vegetal presentan actividad antiviral, por ejemplo
los taninos presentes en fresas tienen la habilidad de inactivar el virus de polio, entérico y
herpes (Konowalchuh y Spiers, 1976). En habas (Vicia faba L) los taninos son los compuestos

fendlicos con mayor proporcién y se ha encontrado una correlacion negativa con los
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compuestos fendlicos libres y el endurecimiento del grano durante almacenamiento
prolongado (Nasar-Abba y col., 2008).

Se ha sugerido que el consumo regular de taninos puede ayudar a inducir el
desarrollo de mecanismos de defensa en seres humanos y animales y que ayudan a disminuir
los riesgos de cancer (Lule y Xia., 2005). Ademas, se ha mostrado que los elagitaninos de
frambuesas contribuyen significativamente en la actividad antioxidante y propiedades de
vasodilatacion (Mullen y col., 2002).

La actividad antioxidante de taninos en diferentes hibridos de soya sobre el radical
DPPH (2-2-difenil-picrilhidracil) fue correlacionada positivamente, se obtuvieron porcentajes
de inhibicion de 21.9% hasta 52.7% (Malencic y col., 2009). Se ha reportado que un extracto
de catechu (Acacia catechu L) rico en taninos se utiliz6 como astringente, ademas, dichos
extractos mostraron un efecto supresor del crecimiento de células de cancer de mama MCF-7
y este efecto lo atribuyeron a la presencia de taninos (Zhang y col., 2008). Extractos de uva y
pino ricos en proantocianidinas con diferentes grados de polimerizacion y porcentaje de
galoilacién (porcentajes de ésteres de galato) mostraron una alta capacidad de atrapar especies
reactivas de oxigeno cuando fueron probadas con células de cancer de colon HT-29 humano
(Lizarragay col., 2007).

5) Diferuloilmetanos

Los compuestos diferuloilmetanos son un grupo pequefio de compuestos fenélicos
con dos anillos aromaticos sustituidos con grupos hidroxilos y ligados por una cadena alifatica
conteniendo grupos carbonil (Schaffer y col., 2007). Los curcuminoides son el grupo de
diferuloilmetanos aislados de raiz de curcuma (Curcuma longa) mayormente conocidos.
Curcumina es el de mayor abundancia en la naturaleza y se ha reportado que ejerce una gran
variedad de beneficios a la salud como: antioxidantes, antiinflamatorio, inhibidor de la
agregacion de plaquetas, formacion de aductos en el DNA, detiene el ciclo celular induciendo
apoptosis y tienen efectos anticarcinogénico (Joe y col., 2004). Ademas, la curcumina es un
potente antagonista del activador metabolico S9 cuando se llevan a cabo ensayos de
mutagenicidad (ensayo de Ames). Inhibiendo la mutagenicidad inducida por aminas
heterociclicas de alimentos cocinados, fritos o rostizados (Shishu y col., 2008).
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b Propiedades antioxidantes de polifenoles

Ademas del papel fisioldgico en las plantas, los polifenoles son importantes
componentes de la dieta humana. Por otra parte, las dietas ricas en polifenoles se han asociado
con una reduccion en la incidencia de enfermedades de dafio oxidativo, como céncer y
enfermedades cardiovasculares (Visioli y col., 2000). Muchos de esos efectos se han atribuido
a la capacidad de los polifenoles para inhibir las reacciones oxidativas in vivo (Chow y col.,
2005). La accion antioxidante de los compuestos fendlicos incluye la supresion de enzimas y
oligoelementos que participan en la produccion de radicales libres, especies reactivas de
oxigeno (ROS) 0 nitrogeno y la proteccion de las defensas naturales de antioxidantes (Han y
col., 2007Db).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas que contienen un atomo de
oxigeno altamente reactivo como resultado de la presencia de un radical libre, o de un atomo
de oxigeno donde hay mas electrones de lo normal. Por ejemplo, como primera clase incluye
radicales (OH) y el radical superdxido (O2-), mientras que como segunda clase a los iones
peréxido (O.%) e hipoclorito (ClO"). El peréxido de hidrégeno (H.0,) también es considerado
como un ROS por su reactividad (Roginsky y Lissi, 2005; Velmerries y Nicholson, 2006). El
radical hidroxilo es el mas reactivo y el mas conocido, por su habilidad de reaccionar con una
gran cantidad de biomoléculas. Por ejemplo con lipidos y proteinas de la membrana celular
especialmente con receptores que pueden llegar a formar parte de reacciones de radicales,
afectando su funcion provocando que la membrana celular pueda colapsarse. Los organismos
vivos han desarrollado diferentes mecanismos para tratar a los ROS, un mecanismo es la
inactivacion enzimética. La enzima superoxido dismutasa cataliza la dismutacion de
superdxido en oxigeno (O;) via oxidacion y H,O, via reduccion. ElI H,O, es removido a través
de la accion de la enzima catalasa y glutation peroxidasa. La conversion de H,O, a agua y
oxigeno se realiza a través de la catalasa (Velmerries y Nicholson, 2006).

Otro mecanismo comdnmente utilizado por los organismos vivos para inactivar los
ROS es a través del uso de antioxidantes. Los antioxidantes pueden reaccionar con los
radicales, convirtiéndose en otro radical, pero estas moléculas son relativamente mas estables
en presencia de otro radical libre. Como consecuencia, atrapan los radicales y detienen las

reacciones en cadena y evitan mas dafios a nivel celular. La relativa estabilidad de los
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antioxidantes que contienen radicales con electrones desapareados es generalmente el
resultado de la presencia de enlaces conjugados y el electron desapareado puede estar
deslocalizado. Como consecuencia los compuestos aromaticos en general, y compuestos
fendlicos en particular, son antioxidantes muy efectivos por la deslocalizacion de sus
electrones (Roginsky y Lissi, 2005; Velmerries y Nicholson, 2006; Mc Ghie, 2007).

Numerosos estudios han mostrado que el consumo de frutas y vegetales esta
asociado con la reduccion de riesgos a enfermedades que estan relacionadas con niveles altos
de estrés oxidativo. Los compuestos antioxidantes pueden disminuir el estrés oxidativo,
minimizando la incidencia de enfermedades (La Vechia y col., 2001; Silalahi, 2002; Spada y
col., 2008). Los polifenoles son de los compuestos antioxidantes presentes en frutas y
vegetales los cuales se ha reportado que poseen una potente capacidad antioxidante actuando a
través de mecanismos enddgenos o exdgenos (Han y col., 2007a).

El resveratrol ejerce un fuerte efecto inhibitorio sobre radicales superoxido y
peréxido de hidrogeno producidos por macréfagos que fueron estimulados por
lipopolisacaridos (Martinez y Moreno, 2000). Se ha especulado que el resveratrol puede actuar
como un antioxidante, promoviendo la produccion de éxido nitrico, inhibiendo la agregacion
de plaquetas e incrementando la sintesis de colesterol de alta densidad y asi, servir como un
agente cardioprotector (Bhat y col., 2001).

Por otro lado, las antocianinas (flavonoides) son responsables de la actividad
antioxidante por la habilidad para atrapar especies reactivas de oxigeno, como oxigeno
singulete, superoxido, peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilo (Wang y Jiao, 2000). Los
efectos antioxidantes de las antocianinas in vitro se han demostrado utilizando diversos
sistemas celulares incluyendo colon, endotelial, higado y mama. (Renis y col., 2007;
Singletary y col., 2007). En esos sistemas de cultivo las antocianinas han mostrado multiples
efectos antitoxicos y anticarcinogénicos atrapando directamente especies reactivas de oxigeno,
incrementando la capacidad de absorber radicales oxigeno de las células, reduciendo la
formacion de aductos en el ADN vy disminuyendo la peroxidacion de lipidos, inhibiendo
mutagénesis y reduciendo la proliferacion celular por la modulacion de transduccion de
sefiales (Kong y col., 2003). La capacidad de atrapar radicales de las antocianinas se ha

atribuido a la presencia de grupos hidroxilo en la posicion 3 del anillo C y tambien en la
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posicion 3", 4" y 57, en el anillo B de la molécula. En general, la capacidad de atrapar radicales
de las antocianidinas (agliconas) es superior que la respectiva antocianina y ésta disminuye
cuando el numero de azUcares sustituyentes se incrementa (Wang y Stoner, 2008).

La actividad antioxidante de los polifenoles esta relacionada con la prevencion de
cancer en los estados iniciales. Boivin y col. (2009) realizaron un estudio donde evaluaron la
capacidad antioxidante y la actividad antiproliferativa de diferentes lineas celulares de cancer
con diferentes vegetales encontrando que el ajo, calabaza y coles de bruselas tuvieron mayor
capacidad antioxidante (41.1, 40.5 y 32.9 umol equivalentes de Trolox/mL, respectivamente)
mientras que otros vegetales como lechuga y pepino tuvieron considerablemente menor
actividad (1.5 y 1.4 umol equivalentes Trolox./mL, respectivamente). El polifenol curcumina
y quercetina incrementan la actividad de diversas enzimas antioxidantes tales como glutation
peroxidasa, superoxido dismutasa, catalasa, o glutation reductasa in vivo e in vitro y activan
sistemas de defensa enddgeno in vitro (Huang y col., 2004; Shen y col., 2007). La actividad
antioxidante de taninos en diferentes hibridos de soya sobre el radical DPPH (2-2-difenil-
picrilhidracil) fue correlacionada positivamente, se obtuvieron porcentajes de inhibicién de
21.9% hasta 52.7% (Malencic y col., 2009).

Los polifenoles inhiben las enzimas responsables de la produccion de radicales,
incluyendo xantina oxidasa, proteina cinasa C, ciclooxigenasa, lipooxigenasa, monooxidasa
microsomal, glutation tranferesa, succinato oxidasa microsomal y NADH oxidasa, asi mismo
son eficientes quelantes de metales traza que juegan un papel muy importante en la generacién
de especies reactivas de oxigeno (Cos y col., 2003). Sin embargo, la actividad antioxidante se
debe al atrapamiento de las especies reactivas a través de un atomo de hidrégeno, o a la
donacion de electrones (Shahidi y Wanasundara, 1992). De acuerdo a Rice-Evans y col.
(1996) las propiedades estructurales de los polifenoles, en términos de disponibilidad de los
grupos donantes de hidrégeno, determinan la actividad antioxidante, mientra que los
sustituyentes en el anillo aromatico afectan la estabilidad de los radicales fenolicos resultantes
por lo tanto, la capacidad de extincion de radicales de los compuestos fendlicos.

c Bioactividad de polifenoles
Algunos fitoquimicos bioactivos que se encuentran en cantidades significativas en frutas y

verduras, pueden proveer beneficios deseables a la salud mas alld de la nutricion basica,
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reduciendo el riesgo de enfermedades cronicas (Pan y col., 2008). En la Figura 6 se muestra
la bioactividad propuesta para los polifenoles. Estos han sido estudiados por la inhibicion de
enzimas oxidantes, atrapando radicales libres, impactando el ciclo celular, induciendo enzimas
enddgenas antioxidantes y modulando la transduccion de sefiales; lo que puede tener
diferentes efectos bioldgicos (antiviral, anticarcinogénico, antidiabético, antiinflamatorio,
antitumoral, inmunoprotector, entre otros) (Han y col., 2007b).

A nivel celular, se considera que el estrés oxidativo juega un papel fundamental en la
patogenesis de diversas enfermedades degenerativas, como: aterosclerosis, enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 1l y cancer. Con el fin de hacer frente a un exceso de radicales
libres producidos por el estrés oxidativo, los humanos han desarrollado mecanismos
enddgenos y exdgenos para mantener la homeostasis del potencial éxido-reduccion. (Han 'y
col., 2007b) ya sea por el incremento de enzimas antioxidantes enddgenas o mejorando las
defensas no enzimaticas a traves de medios farmacoldgicos o dietarios (Wu-Yang y Yi Zhong,
2010).

Los polifenoles antioxidantes interfieren con la oxidacion de lipidos por una
donacidn rapida de un atomo de hidrogeno a los radicales lipidicos (Figura 7). El radical
fenoxilo resultante por si mismo no puede iniciar una nueva reaccion de radicales libres ya que
sufre una oxidacion por una reaccion en cadena. En este sentido, los antioxidantes fendlicos
son excelentes donadores de electrones o moléculas de hidrogeno y ademas, los radicales
intermediarios son relativamente estables debido a la resonancia deslocalizada de electrones y
a la falta de sitios sustituibles para que pueda atacar una molécula de oxigeno (Shahidi y
Naczk., 1995; Roginsky y Lissi, 2005; Velmerries y Nicholson, 2006; Mc Ghie y Walton,
2007).

La actividad antioxidante de derivados del dihidroxibenzoico se debe parcialmente al
radical semiquinoide producido inicialmente y puede ser oxidado por quinonas por reaccion
con otro radical lipidico. La efectividad antioxidante de derivados del 1, 2-dihidroxibenzeno
estd dada por la estabilizacion de un radical a través de puentes de hidrégeno intramoleculares
(Shahidi y Naczk. 1995; Velmerries y Nicholson, 2006). Polifenoles del té verde inhiben el
transporte de glucosa, posiblemente por la inhibicion de transportadores de glucosa

dependientes de sodio en el intestino delgado de conejos (Koboyashi y col., 2000). En lineas
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Figura 6. Bioactividad de polifenoles
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ROO- + AH__, ROOH + A

RO + AH— ROH + A

ROO- + A —-» ROOA

ROA

RO- + RH ROOH+ R:

Donde: A-H son antioxidantes fenolicos; R-H son lipidos.

Figura 7. Mecanismo de accion de los antioxidantes fendlicos sobre lipidos.
Fuente: Shahidi y Naczk, 1995.
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celulares intestinales polarizadas Caco-2 se ha mostrado una actividad antidiabética de
flavonoides glucosilados y polifenoles no glucosilados ya que inhiben la absorcién de glucosa
en las células bajo condiciones dependientes de sodio (Jhonston y col., 2005).

La quercetina, disminuye la peroxidacion de lipidos en lineas celulares de hematoma
HuH7 (Gouedard y col., 2004). Se ha reportado que la quercetina ejerce un efecto inhibitorio
dosis dependiente en la linea celular HT-29 de céancer de colon a concentraciones de 10nM
hasta 10 uM (Ranelletti y col., 1992). Ademas, se ha encontrado que la quercetina inhibe el
crecimiento inducido de células cancerigenas de mama MCF-7 (Choi y col., 2001).
Polifenoles como apigenina, luteolina, quercetina y galotaninos tienen un efecto
antiinflamatorio, inhibiendo la respuesta inflamatoria por la expresion de la enzima 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) y la adhesion de moléculas en macrofagos y celulas
endoteliales NR8383 (Gerritsen y col., 1995; van-Meeteren y col., 2004; Seung-Bin y col.,
2010). EIl polifenol curcumina ejerce actividad antitumoral por inhibicion de proliferacion
celular y angiogénesis, bloqueando la progresion del ciclo celular tumoral e induciendo la
muerte celular programada in vivo e in vitro (Kunnumakara y col., 2007).

El &cido dihidrocafeico es capaz de atrapar radicales libres (aniones superoxido,
radicales dihidroxilo y peroxilo) en células endoteliales humanas EAH926 (Huang y col.,
2004). Esteres de 4cido cafeico inhiben la actividad de HIV-1 integrasa, una enzima esencial
para la replicacion del virus del SIDA (Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida) (Fesen y
col., 1994). Ademas, inhiben la enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS); enzima
involucrada en inflamacién y destruccién de tejidos autoinmunes (Song y col., 2002). En un
tratamiento de células HT-29 con diferentes ésteres de acido cafeico como metil cafeato (150
HM), feniletil cafeato (20 y 30 M) se obtuvo una inhibicidn de ornitina descarboxilasa y de la
proteina cinasa-c que estan involucradas en la proliferacion celular (Rao, 1992). Se ha
comprobado que los acidos fendlicos y los flavonoides presentan efectos de sinergia con otros
antioxidantes, tales como ascorbato y tocoferol. Ademas, podrian tener un efecto protector
sobre esas vitaminas, dependiendo de sus estructuras (Clifford, 1999).

Extractos de fracciones ricos en proantocianidinas de uvas y pino mostraron
diferentes grados de polimerizacion y porcentajes de ésteres de galato; ademas cuando se
variaron las concentraciones de las mezclas de extracto se obtuvieron diferencias en la

capacidad de atrapar especies reactivas de oxigeno (probadas con células de cancer de colon
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HT-29 humano) (Lizarraga y col., 2007). Por otro lado, se mostré que este tipo de compuestos
ademas de su capacidad antioxidante poseen capacidad anticarcinogénica a través de la
regulacion de citocinas como IL-10 e IL-6 en diferentes modelos de tumores (Mittal y col.,
2003; Singh y col., 2004; Mantena y col., 2006) e inducen apoptosis (regulan expresion de
Bax-2), estimulan el sistema inmune y reprimen la expresion de genes de COX-2 e iNOS (Dai
y col., 2007; Pan y col., 2008; Nandakumar y col., 2008; Guo-Shu y col., 2010).

Un extracto de catechu (Acacia catechu L) rico en taninos se ha utilizado como
astringente, ademas se ha reportado que ejerce un efecto supresor del crecimiento de células
de cancer de mama MCF-7 vy este efecto lo atribuyen a la presencia de los polifenoles (Zhang
y col., 2008). Estandares de antocianinas comerciales mostraron una inhibicion en la actividad
de COX-1y COX-2 a concentraciones de 100 y 50 uM, respectivamente en lineas celulares de
cancer de mama, colon, higado y del sistema nervioso central, sugiriendo que este tipo de
compuestos se pueden promover por su potencial beneficio a la salud (Seeram y col., 2003).
El resveratrol puede disminuir in vitro la expresion de adhesion de células vasculares
(Carluccio y col., 2003) ademas, el resveratrol tiene un impacto en las deficiencias cognitivas,
activando la fosforilacién de la proteina cinasa (Bastianetto y col., 2007).

El término antimutagénico se aplica a compuestos que actlan como agentes
protectores en el organismo. Se evita la promocidon o progresion de las etapas iniciales
blogueando los desarreglos al dafio del ADN, evitando las mutaciones a nivel celular (Vayalil,
2002; Horn y Ferrao, 2008). La identificacion de sustancias capaces de inducir mutaciones ha
Ilegado a ser un importante procedimiento para la evaluacion de la seguridad de alimentos y
farmacos (Mortelmans y Zeiger, 2000). Las mutaciones pueden ocurrir en genes, una simple
base es modificada, o una 0 més bases pueden ser insertadas o eliminadas (Mortelmans y
Zeiger, 2000).

Los ensayos con Salmonella/microsomal (ensayo de Ames) permiten una rapida
deteccion de mutagenos y probablemente sustancias carcinogénicas a bajo costo (Mortelmans
y Zeiger, 2000). El andlisis de actividades antimutagénicas y mutagénicas se correlaciona con
la presencia de compuestos fitoquimicos en plantas como: flavonoides, taninos, acidos
fenolicos, estilbenos, alcaloides, entre otros (Horn y Ferrao, 2008). Se han reportado
diferentes extractos de plantas ricos en polifenoles con actividad antimutagénica o
mutagénica. Extractos de Hibiscus sabdariffa inhiben la actividad antimutagénica de S.
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typhimurium inducida por aminas heterociclicas y 1-nitropireno (Rosa y col., 2007; Olvera-
Garcia y col., 2008) lo cual se atribuye a la presencia de acidos fendlicos. La mezcla de
polifenoles de semillas de ajonjoli inhiben la mutagénesis inducida en especies de Salmonella
TA100 y TA98 (Lazarou y col., 2007). En un ensayo (Ames) con la cepa Salmonella TA98,
diferentes alimentos procesados contenian el polifenol curcumina estos, inhibieron la
mutagenicidad inducida por 1-nitropireno en la cepa (Shishu y Kaur, 2008).

Otros estudios sobre actividad inhibitoria en células de cancer con diferentes cultivos
vegetales (papa, zanahoria, lechuga y tomate), reportaron poco efecto inhibitorio sobre la
proliferacion de lineas celulares transformadas. Sin embargo, utilizando cruciferas como:
brdcoli, coliflor, calabaza, rdbano y calabaza morada encontraron potente actividad inhibitoria
de células transformadas (Boivin y col., 2009).

Las uvas son ricas en polifenoles y el proceso de elaboracién del vino da como
resultado la concentracion de polifenoles. Estos compuestos tienen efectos benéficos sobre
enfermedades del corazdn y aterosclerosis ya que reducen la susceptibilidad a la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) e incrementan la capacidad antioxidante del suero
sanguineo (Cooper y col., 2004); este efecto se atribuye a flavonoides y flavanoles (Li y col.,
2009). Los polifenoles tienen otros efectos bioactivos, como actividad antibacteriana, efecto
positivo sobre células de VIH, células hepéticas y efecto angiogénico (Ray y col., 1999;
Khannay col., 2001; Nair y col., 2002).

d Biodisponibilidad de polifenoles.

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes que se pueden obtener por la
dieta. Se ha mostrado una considerable diversidad estructural, que influencia la
biodisponibilidad (Manach y col., 2004). Las propiedades bioldgicas de los polifenoles
dependen de la cantidad consumida y la biodisponibilidad (Manach y col., 2005). La
biodisponibilidad parece que difiere grandemente entre los diferentes polifenoles y el o los
mas abundante en la dieta no son necesariamente aquellos que alcanzan las méas altas
concentraciones de metabolitos activos en los tejidos especificos (Manach., 2004).

Ciertos polifenoles, son conjugados a glucoronidatos, sulfatos y grupos metilos en la
mucosa del intestino delgado y tejidos adyacentes. Los polifenoles no conjugados no se han
encontrado en plasma. Estas reacciones facilitan la excrecion y limitan la toxicidad potencial.

La epigalocatequingalato (ECTG) y epicatequingalato (ECG) se encuentran presentes en
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plasma (la mayoria en forma libre), mientras que epicatequina y epigalocatequina se presentan
como glucoronidatos y sulfatos conjugados. Muy poco es conocido sobre el indice metabdlico
y biodisponibilidad de taninos (Serrano y col., 2009). Datos recientes sugieren que beta-
glucdsidos y posiblemente una lactasa en el intestino delgado son capaces de hidrolizar
flavonoides glucosilados y esos compuestos son absorbidos como agliconas libres y no como
glucosidos intactos. Alrededor del 98% de los hidroxitirosoles estdn presentes en plasma y
orina en forma conjugada, principalmente como glucoronidatos, sugiriendo un primer paso
metabolico intestinal/hepatico de las formas primarias ingeridas. ElI 3-O-glucoronido del
hidroxitirosol muestra una fuerte actividad como secuestrador de radicales libres, mas que el
hidroxitirosol solo (Boskov-Hansen y col., 2002; Manach y col., 2005; Han y col., 2007b).

Por otro lado, los polifenoles que alcanzan al colon son metabolizados por la
microflora en acidos fendlicos de bajo peso molecular. Las concentraciones de metabolitos
totales en plasma son de 0 a 4 umol/L con una ingesta de 50 mg equivalentes de agliconas y la
excrecion urinaria relativa se ha reportado en un rango de 0.3 a 43% de la dosis ingerida,
dependiendo del polifenol (Manach y col., 2005). Las propiedades biologicas de derivados
conjugados y metabolitos microbianos pueden ser esenciales para evaluar mejor los efectos en
la salud de los polifenoles. Alternativamente, algunos de los efectos en la salud de los
polifenoles podrian no requerir absorcion a través de la barrera del intestino delgado. El 4cido
tanico y la catequina interacttan con el intestino delgado pero solamente la catequina parece
ser capaz de atravesarlo. Ademas, hay evidencias de que proteinas endogenas del lumen
intestinal ligan acido tanico y catequinas. Esto podria limitar su absorcion en el intestino
(Carbonaro y col., 2001).

Las isoflavonas y &cidos fendlicos (acido cafeico y acido galico) son los mejor
absorbidos, seguido de las catequinas, flavanonas y glucosidos de quercetina, pero con
diferentes cinéticas. (Manach y col., 2005). El acido elagico fue detectado en plasma humano
a una concentracion maxima de 31.9 ng/mL después de 1 h de ingestion (Seeram y col.,
2004). La absorcién de flavanoles como la catequina de té verde fue mayor cuando se
administro como suplemento en forma de capsulas que cuando fue consumida como bebida en
ausencia de alimentos. Ademas, se encontré un pequefio pero significativo incremento en la
actividad antioxidante en plasma cuando se administré en forma de capsula comparado con

los polifenoles que fueron consumidos como té negro o té verde (Chow y col., 2005).
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La absorcion del hidroxitirosol, compuesto fendlico que se encuentra en mayor
proporcion en aceite de oliva, es dosis dependiente del aceite de oliva. Se sabe que el
hidroxitirosol administrado via intravenosa se elimina mas facilmente en la orina (dentro de
24 h) que cuando es administrado via oral. Se estima que la biodisponibilidad del
hidroxitorosol cuando es administrado via oral en una solucion de aceite de oliva es de 99%
(Tuck y col., 2001).

El jugo de los frutos de aronia (Aronia melanocarpa) rico en antocianinas (cianidina-
3-galactosido antocianina mayoritaria) fue suministrado a trece voluntarios sanos (0.8 mg de
antocianina/kg de peso corporal), antes y después del consumo del jugo se tomaron muestras
de orina y sangre de cada individuo, en los analisis encontraron ocho derivados de cianidina
después del consumo del jugo. La concentracion maxima de antocianina en plasma fue de 2.9
nmol/h (después de 0.1 h del consumo del jugo). En orina la concentracion fue de 5.0 nmol/h
(alcanzada después de 1h de consumo) (Wiczkowski y col., 2010).

Los taninos condensados o proantocianidinas no son absorbidos como tales en el
intestino (Manach y col., 2005). En dos estudios de plasma humano se detecto la presencia de
dimeros B1 y B2 de proantocianidinas (Sano y col., 2003; Holt y col., 2005). La absorcién de
esos dimeros fue 100 veces més baja que los flavanoles monoméricos (Holt y col., 2005). Sin
embargo se encontré6 que esos compuestos tienen efectos directos sobre las mucosas
intestinales y las protegen del estrés oxidativo o de las acciones anticarcinogénicas. Ademas,
el consumo de alimentos ricos en proantocianidinas como cocoa, vino tinto, o extractos de
semillas de uvas, incrementan la capacidad antioxidante en plasma y tienen efectos positivos
sobre las funciones vasculares, reduciendo la agregacion de plaguetas en humanos (Rios y
col., 2002; Holt y col., 2005).

C FRUTILLAS
1 Generalidades

Las “berries o frutillas™ pertenecen a una pequefia familia de cultivos de frutas de
alto valor comercial por el sabor Unico, texturas y colores que presentan. Aparte del consumo
en fresco, estos frutos son ampliamente utilizados en bebidas, helados, yogur, batidos de
leche, mermeladas, jaleas y otros productos alimenticios (Byamukama y col., 2005;
Pupponnen-Pimi& y col., 2005; SAGARPA, 2009). Asimismo, estos frutos son utilizados

ampliamente por el potencial beneficio que representan para la salud humana. Contienen una
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gran cantidad de fitoquimicos con propiedades bioldgicas tales como: actividad antioxidante,
anticarcinogénica, antineurodegenerativa y antiinflamatoria (Nishimura y col., 1991; Wang y
Lin, 2000; Asami y col., 2003; Puupponen-Pimia y col., 2005; Duthie, 2007; Alwerdt y col.,
2008; Burns y col., 2008, Szajdek y Borowska., 2008; Paredes-Lopez y col., 2010). Un
amplio namero de estudios han mostrado que las propiedades benéficas a la salud que poseen
este tipo de frutos se debe principalmente al alto contenido de diversos fitoquimicos que
presentan como flavonoides (antocianinas y flavonas), taninos, acidos fendlicos y ligninas
(Seeramy col., 2006).

Las especies que se agrupan en esta familia de “berries o frutillas son: arandano,
arandano rojo, bayas, frambuesa, fresa, mora, grosellas y zarzamoras, entre otros. Las frutillas
comprenden especies de diferentes géneros y constituyen la mayor parte de lo que se conoce
comunmente como frutales menores. Los géneros a los que pertenecen son:Aronia, Fragaria,
Rubus, Ribes, Vaccinium, otros (Szajdek y Borowska., 2008; Paredes-Lopez y col., 2010;
Shreckinger y col., 2010).

Arandano, mejor conocido en el mercado como blueberry por su nombre en inglés,
pertenece al género Vaccinium seccién Cyanococcus en la tribu Vaccinieae de la subfamilia
Vaccinioideae y la familia Ericaceae (Stevens, 1969). Es considerado un fruto falso ya que
deriva del ovario inferior, a diferencia de los frutos verdaderos que derivan del ovario
superior. El fruto es una baya casi esférica y dependiendo de la especie o cultivar puede variar
de 0.7 a 1.5 cm de didmetro. Cuando el fruto esta inmaduro es de color verde, después rojizo
purpura y finalmente de color azul claro y hasta negro al llegar a la madurez. La epidermis del
fruto estad cubierta por secreciones cerosas que le dan una terminacion muy atractiva. Dentro
del género Vaccinium las especies mas conocidas se agrupan segun sus caracteristicas de
crecimiento y requerimientos agroclimaticos: en arbusto alto o highsbush (arbustivo del norte;
V. corymbosum y arbustivo del sur; hibridos inter especificos) y arbusto bajo o lowbush (V.
angostifolum) y ojo de conejo o rabbiteye (V. ashei) (Stevens, 1969).

Aronia, el género aronia mejor conocido como black chokeberry, red chokeberry,
wild gooseberry es un fruto que fue utilizado por americanos nativos Pontawatomi, quienes
con los frutos hacian té para tratar el resfriado; ademas para preparar un alimento nutritivo
Ilamado “penmican” a base de grasa, carne seca en polvo y frutas del noreste de USA.
Ademas, este fruto era utilizado como astringente. EI género Aronia pertenece a la familia
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Rosaceae y subfamilia Maloideae, el género incluye dos especies A. melanocarpa y A.
arbutifolia. Estas plantas son arbustos de 90 a 180 cm de alto, con frutos parpura que se
desarrollan en racimos de 14 frutos sobre pedicelos rojos. Estos frutos son muy populares en
las regiones de los grandes lagos en USA, Polonia, Republica Checa, Eslovaquia y Ucrania.
En 1976 fue introducida a Japén. Las variedades mas comunes utilizadas para
comercializacion son Viking, Nero y Aron (Kokotkiewicz y col., 2010).

Frambuesa es llamada raspberry en inglés. Es una planta que se desarrolla en zonas
boscosas, es de facil cultivo y tiene tendencia a extenderse a menos que se mantenga
controlada, es una planta colonizadora y oportunista. El fruto es una polidrupa roja de sabor
fuerte, dulce. Se dice que existen alrededor de 180 tipos de frambuesas que no han sido
catalogadas (Asami y col., 2003). Este fruto pertenece a la familia Rosaceae y al género
Rubus. Las variedades que se cultivan en nuestro pais son importadas de Estados Unidos y en
orden de importancia son: Mailing Autumn Bliss, Summit y las variedades de la compafiia
Driscoll’s (Asami y col., 2003).

Maqui (Aristotelia chilensis) es un fruto de la familia Elaeocarpaceae, crece
tipicamente en suelos himedos, bien drenados en el suroeste de Chile y Argentina. Es un fruto
comestible pdrpura/obscuro de 5 mm de diametro con tres o cuatro semillas. Estos frutos han
sido utilizados en la medicina tradicional para curar enfermedades de la garganta, dolor de
rifion, Ulceras, fiebre, hemorroides, inflamacion, diarrea, lesiones y migrafia (Bhakuni y col.,
1976; Shreckinger y col., 2010).

Zarzamora es llamada blackberry en inglés. Las variedades que comunmente se
comercializan son un producto hibrido del cruzamiento entre varios Rubus nativos de
Norteamérica y de Europa. En el género Rubus existen alrededor de 250 especies distribuidas
practicamente por todo el mundo. Las plantas del género Rubus (zarzamora y frambuesa) son
taxondmicamente complejas, pues a menudo existen dificultades en la division de las especies
y mientras algunos autores describen unas 700, otros reconocen solo alrededor de 250. Las
especies de Rubus suelen ser muy variables, aparentemente como resultado de la frecuente
reproduccion apomictica e hibridacion. Los componentes mexicanos del genero necesitan de
una profunda revaloracion debido al gran numero de colectas que se han hecho recientemente.
Las plantas son herbaceas o lefiosas, a veces provistas de espinas, en ocasiones trepadoras;
hojas casi siempre alternas, simples o compuestas, flores solitarias o0 dispuestas en
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inflorescencias; usualmente actinomorfas y hermafroditas, estambres de 1 a 10 o mas, libres o
casi libres (Rzedowski y Calderdn, 2005).

En México esta planta se encuentra de manera silvestre en los estados de Quereétaro,
Puebla, Jalisco, Hidalgo y Michoacéan. En las areas boscosas y templadas de Michoacan se ha
encontrado en los municipios de la zona Tarasca, entre ellos Uruapan, Morelia y Nahuatzen
(Rzedowski y Calderén, 2005). Pacheco (1975) describe la presencia de cuatros especies
silvestres de zarzamora (Rubus coriifoluis Liebm; Rubus humintratus Steud; Rubus
adenotrichos Schlecht; Rubus tricomallus Schlecht).
2 Produccion mundial y nacional de frutillas

En 2008, se registraron 1.8 millones de hectareas de cultivos de frutillas y una
produccion mundial de 6.3 millones de toneladas de diferentes frutillas (arandano, frambuesa,
fresa, zarzamora, entre otras). La fresa es la frutilla mas importante en el mundo en términos de
produccion (4.3 millones de ton), Estados Unidos de Norteamérica es el productor principal (1.4
millones de ton) y contribuye con el 27.7% de la produccion total. Otros paises productores de
frutillas a nivel mundial son Turquia (5.2%), Polonia (4.6%), Espafia (4.4%), Rusia (4.2%),
México (4.1%), Italia (3.9%), entre otros (Cuadro 5).
México ocupa el quinto lugar a nivel mundial con una produccion total de 233,041 ton. Los
principales estados productores de frutillas en México son: Michoacén, Jalisco, Baja California,
Guanajuato, Edo. de Meéxico, Hidalgo, Colima, Puebla, Nayarit y Morelos. Las principales
frutillas que se cultivan en nuestro pais son fresa, zarzamora, frambuesa y en los Ultimos afios en
algunos estados como Jalisco, Puebla y Edo. de México se ha cultivado ardndano (Cuadro 6).
Cabe destacar que aun cuando la produccion de fresa (233,041 ton) es el doble de la produccién
de zarzamora (115,960 ton), el valor comercial que alcanza la zarzamora es mucho mayor
($1,953,475.00 vs $2,781,955.00 respectivamente); aunque este fruto tiene un potencial mas
rentable para el productor mexicano (Cuadro 6). Ademas, los agricultores que comercializan
estos frutos en fresco para el mercado internacional obtienen excelentes ganancias, ya que
pueden alcanzar hasta un 300% mas de lo que se logra exportando el producto congelado. Las
exportaciones de frutillas mexicanas se realizan en el periodo de octubre a enero, este periodo
representa una ventaja competitiva al pais, debido a la escasa oferta mundial ya que los precios
de los frutos alcanzan precios mas altos (SAGARPA, 2009).
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Cuadro 5. Produccion mundial de frutillas.

Produccion de frutillas (ton)

Otras*  Contribucion

Pais Aréndano  Ardndano  Frambuesa Fresa frutillas (%)
rojo

Afganistan 57,000 0.9
Alemania 4,116 5,334 150,854 2.6
Azerbaiyan 2,200 9,500 0.2
Bangladesh 24,000 0.4
Belarus 4,300 0.7
Canada 95,516 72,688 11,825 2.87
China 45,000 0.7
Egipto 200,254 3.2
Espafia 10,000 267,500 4.4
EUA 158,032 356,797 53,342 1,144,405 22,952 27.7
Rusia 1,600 110,000 145,000 4.1
Inglaterra 14,000 0.2
Irén 175,000 2.8
Italia 1,500 155,583 87,200 3.9
Japon 190,700 3.0
Corea 203,227 3.2
Mexico 123 11,477 207,485 37,000 4.1
Nueva 125,000 2.0
Guinea

Polonia 7,857 81,552 200,723 46,927 4.6
Serbia 84,299 1.3
Turquia 261,078 67,190 5.2
Ucrania 26,100 0.4
Vietnam 123,000 2.0
Otros 37,639 3,449 66,191 1,005,543 89,577 20.4
Total 306,383 439,434 483,620 4,132,352 899,846 100

Total de produccién de frutillas = 6,261,635 ton. *Otras frutillas incluye: zarzamora (Rubus
fruticosum), hibridos de Rubus x loganobaccus, (Myrtus communis); frutillas de diversas plantas del
género Ericaceae. http://faostat.fao.org ,2010.
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Cuadro 6. Produccion nacional de frutillas.

Estado Produccion nacional de frutillas (ton)

Arandano Frambuesa Fresa  Zarzamora

Baja California Norte 2,875 82,087

Baja California Sur 6,763

Colima 1,448

Edo de México 3 225 5,459 340

Guanajuato 20,527

Hidalgo 324

Jalisco 1,408 6,743 3,267 1,604

Michoacan 3,356 114,784 112,310

Morelos 72

Nayarit 88

Puebla 184

Otros - 35.99 1543 98.94

Total 1,595.00 13, 558.99 233,041.30 115, 960.94

Valor comercial total ($)  10,746.00 590,255.00 1,953,475.00 2,781,955.00

http://www.siap.gob.mx/aagricola siap/icultivo/index.jsp ,2010.
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3 Compuestos nutracéuticos en frutillas

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por estudiar el contenido de
compuestos presentes en frutillas y en especial los compuestos bioactivos de zarzamora
(Rubus sp), frambuesa (Rubus idaeus L.), arandano (Vaccinium sp), fresa (Fragaria anasassa)
y otros (Mass y col., 1991; Prior y col., 1998; Wang y col., 1997; Wang y Lin, 2000; Kalty
col., 2001; Clark y col., 2002). Debido a las condiciones climaticas, las frutillas frescas
generalmente se encuentran disponibles para su consumo en diferentes épocas del afio
dependiendo de la region, sin embargo, la composicion de compuestos bioactivos en frutas y
vegetales son afectados por diferentes factores como practicas culturales, condiciones de
precosecha (clima, temperatura, humedad), maduraciéon, manejo post-cosecha Yy
procesamiento (Prior y col., 1998; Kalt y col., 1999; Kalt y col., 2001; Clark y col., 2002;
Wang y Mazza., 2002; Singh y col., 2006). Se han observado variaciones considerables en
este tipo de frutos (fresa, arandano, grosellas, frambuesas y zarzamora) en el contenido de
compuestos bioactivos (Singh y col., 2006).

Las frutillas se caracterizan por tener una gran diversidad de compuestos fendlicos,
el contenido de estos compuestos varia dependiendo del cultivar, condiciones de crecimiento,
grado de maduracién y manejo post-cosecha. La variabilidad podria deberse también a las
diferentes metodologias utilizadas en los andlisis (Duthie, 2007). Los compuestos fendlicos
difieren en la estructura y peso molecular y son constituidos por &cidos fenélicos (derivados
del é&cido benzoico y é&cido cinamico), taninos, estilbenos y flavonoides tales como
antocianinas, flavonoles y flavanoles (catequinas); la concentracion de polifenoles
normalmente es mas alta en la epidermis que en la parte central de los frutos (Wang y Lin,
2000; Puupponen-Pimia y col., 2005; Szajdeck y Borowska, 2008). Se ha reportado un alto
contenido de polifenoles en aronia (Aronia melanocarpa), arandano (Vaccinium myrtillus) y
zarzamora (Rubus fruticosum) (Cuadro 7). Las antocianinas ocupan un lugar especial en el
grupo de polifenoles presentes en frutillas. Se han observado altas concentraciones de
antocianinas en aronia, ardndano y zarzamora (Cuadro 7) (Naczk y Shahidi, 2004;
Puupponen-Pimid y col., 2005; Duthie, 2007; Szajdeck y Borowska, 2008; Paredes-Lopez y

col., 2010). El tipo de antocianinas varia en las frutillas y dependiendo de la especie es el tipo
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de antocianina predominante en el fruto (Cuadro 8) (Wang y col., 2000; Szajdeck y

Cuadro 7. Contenido de antocianinas y compuestos fendlicos totales de algunas especies de

frutillas cultivadas en diferentes regiones del mundo.

Frutilla/especie Antocianinas  Fenoles totales Ref.
(mg/100 g) **(mg EAG/100 g)

Aréandano 18- 327 77 - 585 1,2,3,4
(Vaccinum corimbosium)

Arandano 87- 197 288 - 912 4
(Vaccinum myrtillus)

Arandano rojo 9 78 3,5
(Vaccinium macrocarpon)

Aronia 311-461 2377 6,7
(Aronia melanocarpa)

Frambuesa morada 5-197 267 - 512 7,8
(Rubus occidentalis)

Frambuesa roja 3-140 192 - 2116 8,9,10, 11, 12
(Rubus idaeus)

Fresa 24 - 84 16 - 280 13, 14, 15,16
(Fragaria x ananassa)

Grosella roja 16 - 36 207- 418 19
(Ribes rubrum)

Grosella espinosa 2-43 1257 - 1321 18
(Ribes hirtellum)

Grosella morada 230 - 342 653 - 1155 18, 19
(Ribes nigrum)

Uva 156.9 475 20
(Vitis vinifera L.)

Zarzamora 66 - 256 417- 2349 4, 9,17, 18,
(Rubus fruticosus) 19,21

Los valores, son expresados como: *antocianinas: mg/100 g equivalentes de cianidina-3-glucosido peso fresco;
fenoles totales: **EAG/g : equivalentes de &cido gélico/ 100 g de fruto fresco. ‘Grace y col., 2009; *Karadeniz y
col., 2009; *Zhen y Wang, 2003; “Sellapan y col., 2002; *Wang y col., 2000a; °Borowska y Szajdek, 2003;
"Skupien y Oszmianski, 2004; 8Wang y col., 2000b; °Pantelidis y col., 2007; '°Anttonen y col., 2005;
“Chanjirakuy y col., 2006; Deigton y col., 2000; *Cheel y col., 2007; **Vasco y col., 2008; *Aaby y col.,
2005; **Rekika y col., 2005; Y'Siriwoharn y col., 2005; *® Pantelidis y col., 2006; **Plessi y col., 2007; ®Hogan y
col., 2010; Acosta-Montoya y col., 2010.
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Cuadro 8. Perfil de antocianinas de diferentes especies de frutillas.

Antocianina
Frutilla/especie Perfil de antocianinas dominante Ref.

Arandano Dp-3-gal, Mv-3-gal, Mv-3-glu, Mv-3-gal 1,2,3
(Vaccinium corymbosum)  MlI-3-ara, Dp-3-ara.
Arandano Dp-3-gal, Dp-3-glu, Dp-3-ara, Mv-3-gal 2
(Vaccinium angustifolium) Cy-3-gal, Cy-3-gal, Cy-3-ara, Pt-

3-glu, Pn-3-gal, Pt-3-ara, Mv-3-

gal, Mv-3-glu, Mv-3-ara, Dp-6-

acetil-3-glu, Cy-6-acetil-3-glu,

Mv-6-acetil-gal,  Pt-6-acetil-3-

glu, Mv-6-acetil-3-glu.
Aréndano rojo Cy-3-glu, Cy-3-ara, Dp-3-ara, Pn-3-gal 3
(Vaccinium macrocarpum)  Pn-3-glu, Pn-3-ara.
Aronia Cy-3-gal, Cy-3-glu, Cy-3-xil, Cy-3-gal 4
(Aronia melanocarpa) Cy-3-ara, Pg-3-ara, Pg-3-gal.
Baya Cy-3-glu, Cy-3-gal, Cy-3-glu, Pn-3-glu 5
(Empetrum nigrum) Cy-3-ara, DI-3-ara, Dp-3-gal,

Mv-3-ara, Mv-3-gal, Mv-3-glu,

Pn-3-ara, Pn-3-gal, Pn-3-glu.
Cerezo de Virginia Cy-3-glu/gal, Cy-3-malonil-glu, NR 6,7
(Prunus virginiana) Cy-3-rut, Cy-3,5-di-glu, Cy-3-p-

coumaroil-glu, Dp-3-glu/gal, Dp-

3,5-di-glu, Pg-3-ara, Pg-3-glu,

Pg-3-malil-glu, Pg-3-rut, Pg-3,5-

di-glu, Pt-3,-acetil-di-glu.
Frambuesa roja Cy-3-sof, Cy-3-glu, Cy-3-glu- Cy-3-sof 3,8,9,10
(Rubus idaeus) rut, Cy-3-rut, Cy-3,5-di-glu, Pg-

3-glu, Pg-3-sof.
Frambuesa morada Cy-3-glu,  Cy-3-sam, ~ Cy-3- NR 3,11
(Rubus occidentalis) xilosil-rut, Cy-3-rut, Pg-3-rut.
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Fresa
(Fragaria X ananassa)

Maqui
(Aristotelia chilensis)

Mortifio
(Vaccinium floribundum)

Uva
(Vitis vinifera L)

Zarzamora
(Rubus fruticosus)

Cy-3-glu,  Cy-3-glu-malonato,
Pg-3-glu, Pg-3-rut, Pg-3-glu-
malonato, Pg-3-acetil-glu, Pg-3-
malonil-glu.

Cy-3-sam, Cy-3-glu, Cy-3-sam-
5-glu, Dp-3-glu, Dp-3-sam, Dp-
3,5-di-glu, Dp-3-sam-5-glu.

Cy-3-ara, Cy-3-gal, Cy-3-glu,
Dp-3-ara, Dp-3-gal.

Cy-3-glu, Cy-3-acetil-glu, Cy-3-
(p-cumaroil)glu, Dp-3-glu, Dp-
3,5-di-glu, Dp-3-(p-cumaroil)glu,
Mv-3-glu, Mv-3-acetil-glu, Mv-
3-(p-cumaroil)glu, Pn-3-glu, Pt-
3-glu, Pt-3-acetil-glu.

Cy-3-glu, Cy-3-gal, Cy-3-ara,
Cy-3-xil, Cy-3-rut; Cy-3-
malonil-glu,  Cy-3-dioxalil-glu,
Dp-3-glu, Dp-3-xil, Pn-3-glu.

Pg-3-glu

Dp-3-glu

Cy-3-gal

Mv-3-glu

Cy-3-glu

12

13, 14

14

15

3, 16, 17,
18, 19, 20

Cy: cianidina; Dp: delfinidina; MI: malvidina; Pg: pelargonidina; Pn: peonidina; Pt: petunidina. ara: arabin6sido;
glu: glucésido, gal: galactdsido; rut: rutindsido; sof: sofordsido; sam: sambubidsido; xil: xilésido. NR: no
reportado. *Szajdeck y Borowska., 2008; “Grace y col., 2009; *Seeram y col., 2006; “Kokotkiewicz y col., 2010;
SKellogg y col., 2010; °Burns y col., 2008; "Lopez da Silva y col., 2007; ®Beelwilder y col., 2005; *McDougall y
col., 2005b; '°Szajdeck y col., 2008; 'Tiang y col., 2006; **Aaby y col., 2005; *Céspedes y col., 2010;
Yschreckinger y col., 2010; *Cho y col., 2000b; **Wang y Mazza, 2002; *'Stintzing y col., 2002b; **Pergola y
col., 2006; **Mertz y col., 2007; *Dai y col., 2007.
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Borowska, 2008). La antocianina que se encuentra en mayor concentracion en zarzamora
(Rubus fruticosus) es cianidina-3-O-glucésido (Wang y Jiao, 2000; Puupponen-Pimia y col.,
2005; Seeram y col., 2006; Elisia y col., 2007; Acosta-Montoya y col., 2010).

McGhie y Walton (2007) identificaron la presencia de cianidina-3-[2-(glucosil) glucésido] y
cianidina-3-[2-(glucosil)-6-(ramndsido)glucosido] en zarzamora (Rubus loganbaccus y Rubus
baileyanus) variedad Britt. Otros investigadores (Tian y col., 2006) identificaron una nueva
antocianina (pelargonidina-3-rutinésido) en zarzamora (Rubus occidentalis) cultivada en
Ohio, EUA. En frutos de arandanos (Vaccinium ovalifolium) silvestres de Alaska, se identifico
la presencia de delfinidina-3-galactésido, delfinidina-3-glucésido, delfinidina-3-arabindsido,
cianidina-3-glucosido, cianidina-3-galactésido y petunidina-3-galactosido (Kellogg y col.,
2010). Diversas investigaciones de frambuesa morada han identificado y cuantificado la
presencia de cianidina-3-glucosido, cianidina-3-sambubiosido, cianidina-3-rutinésido vy
cianidina-3- xilosilrutinésido (Maas y col., 1991; Wang y Mazza, 2002; Asami y col., 2003;
Tian y col., 2006). Las frutillas son atractivas para el consumidor por el aroma y color
caracteristico, asi como la presencia de cantidades considerables de micronutrientes como Cu,
K, Mg, Mn, Na y Zn (Cuadro 9), y minerales como Ca, K 'y Mg (Plessi y col., 2007) se
encuentran en mayor proporcion. Asimismo se ha registrado la presencia de folatos (9 - 36 g/
250 gr fruto fresco), vitamina A (17 - 308 Ul) y fibra (3 - 7.6 g/250g fruto fresco). Por otro
lado, estudios previos han mostrado que algunos de estos frutos poseen pequefias cantidades
de carotenoides (Heinonnen y col., 1989). Los frutos de Aronia melanocarpa son fuentes ricas
en carotenoides, los cuales alcanzan un promedio de 48.6 mg/kg de peso fresco. En estos
frutos se han identificado licopeno, B-caroteno, (-caroteno, B-Criptoxantina, luteina, 5,6-
epoxiluteina, trans-violaxantina, cis-violaxantina y neoxantina asi como vitamina By, B, y Bs
(Razungles y col., 1989; Kokotkiewicz y col., 2010). De la misma manera que el contenido de
compuestos fendlicos, el &cido ascorbico también es (vitamina C, soluble en agua) importante
en frutos y vegetales. El contenido de vitamina C en frutillas esta determinado por diversos
factores, incluyendo especie, variedad, condiciones de cultivo, estado de maduracion, clima,
region y tiempo (Prior y col., 1998; Deighton y col., 2000; Hakala y col., 2003). Los frutos de
grosella negra son fuentes ricas de vitamina C dentro de las distintas especies de frutillas.

También se ha reportado un contenido relativamente alto de vitamina C en fresas y aronia
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Cuadro 9. Contenido de minerales (mg/100 g fruto seco) presentes en algunas especies de

frutillas.
Frutilla/especie Cu Fe K Mg Mn Na Zn
Arandano - 13.22 85.40 6.18 0.15 2.00 -
(Vaccinium mytillus)
Frambuesa 4215 198 201.68 3388 046 231 1.08

(Rubus idaeus)

Grosellas moradas 60.14 145 375.02 29.78 0.26 347 0.84
(Ribes nigrum)
Grosellas rojas 4439 156 29144 2192 022 444 0.52

(Ribes rubrum)

Zarzamora 46.32 161 195.05 3344 060 472 055
(Rubus fruticosus)

Plessi y col., 2007
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cultivadas en diferentes regiones del mundo (Hakala y col., 2003; Vasco y col., 2008;
Kokotkiewicz y col., 2010) (Cuadro 10).
a Propiedades antioxidantes de frutillas

Los factores genéticos juegan un papel importante en la determinacion de la
capacidad antioxidante de los cultivos. Existen una gran variedad de genotipos en los distintos
cultivos y por lo tanto existe la posibilidad de variabilidad genética en relacion con la
capacidad antioxidante. La influencia de la variedad en el contenido de compuestos fendlicos
y capacidad antioxidante en las frutillas del género Vaccinium, Ribes, Rubus y Aronia han
sido estudiadas por un importante grupo de investigadores (Velioglu y col., 1998; Prior, 2003;
Deighton y col., 2000).

La capacidad antioxidante de estos frutos en gran medida se ha atribuido a la
presencia de fitoquimicos como compuestos fendlicos (acidos fendlicos, antocianinas, y otros
flavonoides). Estos compuestos pueden actuar de forma independiente o0 en conjunto como

agentes anticancer o cardioprotectores por una variedad de mecanismos.
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Cuadro 10. Contenido de vitamina C en frutillas

Fruto/especie Vitamina C Ref.
(mg/100 g peso fresco)
Aréandano 124 -13.1 1
(Vaccinium corymbosum)
Aréandano 141 2
(Vaccinium myrtillus)
Arandano rojo 13.3 3
(Vaccinium macrocarpum)
Aronia 8.4-13.1 1,3
(Aronia melanocarpa)
Frambuesa
(Rubus idaeus) 15.4 - 37.7 4,56,7
Fresa
(Fragaria x ananassa) 23.8-84.7 1,7,9,10
Grosella espinosa
(Ribes grossularia) 20.3-25.4 8
Grosella negra
(Ribes nigrum) 125.2-151.1 11
Grosella roja
(Ribes rubrum) 17- 40.0 8, 11
Zarzamora
(Rubus fruticosus) 10.1-175 1,8,12

'Benvenuti y col., 2004; *Smith y col., 2004; *USDA, 2011; *Skupien y Oszmianski; De Ancos y col., 2000;
®Deighton y col., 2000; "Haffener y col., 2002; ®Proteggente y col., 2002; °Pantelidis y col., 2007;*°Hakala y col.,

2003;Vasco y col., 2008; *Wang y Zheng, 2001.
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La capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos se debe principalmente a las
propiedades 6xido- reduccion de estos compuestos y pueden desempefiar un papel importante
en la absorcidon y neutralizacion de radicales libres, desactivacion de oxigeno singulete y
triplete, 0 en descomposicion de peroxido de hidrégeno (Deighton y col., 2000).

Diversos estudios han mostrado que las frutillas son una fuente importante de
antioxidantes naturales (Sellapan y col., 2002; Chanjirakul y col., 2006; Pantelidis y col.,
2007; Szajdek y Borowska., 2008). La capacidad antioxidante no solamente se atribuye a la
presencia de compuestos fendlicos, sino al efecto sinergistico entre estos y algin otro
compuesto como vitaminas antioxidantes C y E, o B-caroteno. En el Cuadro 11 se muestran
los valores de las medias de la capacidad antioxidante de frutillas cultivadas en diferentes
regiones del mundo utilizando el método ORAC; las frutillas de grosellas negras y zarzamora
son las que proporcionan mayor capacidad antioxidante cuando son evaluados por este
método (Mass y col., 1991; Kalt y col., 2001; Wang y Mazza, 2002; Singh y col., 2006).
Wang y Lin (2000b) reportaron que el contenido de antocianinas en fresa se incrementa con el
grado de maduracién y el contenido de ciertos compuestos fendlicos disminuye; esto se
refleja con la disminucion de la capacidad antioxidante. En frambuesas, zarzamoras, grosellas
y cerezas recolectadas en la region del Mediterraneo se evalud la capacidad antioxidante de
extractos metandlicos, encontrando que estos frutos poseen una alta capacidad antioxidante;
esta actividad varia dependiendo del cultivar. Ademas, el contenido de algunos compuestos
fenolicos disminuye lo cual se ve reflejado en la capacidad antioxidante, ademas se
correlaciono positivamente con el contenido de polifenoles (Pantelidisy col., 2007). Deighton
y col., (2000) evaluaron la capacidad antioxidante de diferentes especies de Rubus silvestres
colectadas en China y se reportaron valores desde 0 a 25.3 pumol equivalentes de Trolox/g de
muestra (TEAC) o de 190 a 66,000 pumol de poder antioxidante reductor de hierro (FRAP).

Ademas encontraron que el acido ascorbico contribuye minimamente al potencial
antioxidante de los jugos de los materiales evaluados, asi como la existencia de una
correlacion lineal entre la capacidad antioxidante y los fenoles totales. El contenido de
flavonoides totales en diferentes variedades de fresas (Fragaria spp) mostré una mejor
correlacion para el efecto de atrapar radicales libres que las antocianinas aisladas de dichos

materiales (Cheel y col., 2007).
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Cuadro 11. Capacidad antioxidante (ORAC) de diferentes especies de frutillas.

ORAC Ref.
(nmol ET/g)

Aréandano 4.6-42.3 1,2
(Vaccinum corimbosum)

Aréandano 44.6 1
(Vaccinum myrtillus)

Aréndano rojo 8.2-185 3,4
(Vaccinium macrocarpon)

Aronia 160.2 4
(Aronia melanocarpa)

Frambuesa morada 28.2 3
(Rubus idaeus Var. Jewel)

Frambuesa roja 15.9-18.5 3,5
(Rubus idaeus Var. Autumn Blis,

Canby, Sentry y Summit)

Fresa 3,6,7
(Fragaria x ananassa) 102 - 443.4

Maqui 45 8
(Aristotelia chilensis)

Mortifio 1.2 8,9
(Vaccinium floribundum)

Uva
(Vitis vinifera L)

Zarzamora 14.8 - 555 3,5,6,9, 10,
(Rubus fruticosus) 11,12, 13,14, 15

ORAC: Capacidad de absorber radicales oxigeno expresados como: micromol equivalentes de Trolox/g fruto
fresco (umol ET/g). *Prior y col., 1998; “Ehlenfeldt y Prior, 2001; *Wang y Jiao, 2000a; “Zheng y col., 2007;
*Pantelidis y col., 2007; °Seeram y col., 2006; ‘Zheng y col., 2007; ®Schreckinger y col., 2010; *Vasco y col.,
2009; *Jiao y col., 2000; **Asami y col., 2003; **Elisia y col., 2007; *Dai y col., 2007; **Vasco y col., 2008;
>Acosta-Montoya y col., 2010.

53



En frutos de frambuesa colectados en diferentes estados de maduracion se ha
observado que la actividad antioxidante varia durante el estado de desarrollo de los frutos.
Algunas antocianinas, elagitaninos y proantocianidinas tipo taninos se sintetizan en diferentes
etapas de la maduracion, por lo que se sugiere que el contenido de compuestos promotores de
la salud varia significativamente en frambuesa (Beekwilder y col., 2005). Por otro lado, en 11
cultivares de zarzamora colectados en Oregon, EUA se evalud la actividad antioxidante
determinada por la capacidad de absorber radicales oxigeno (ORAC) y el ensayo para reducir
al hierro (FRAP), y se encontraron valores de 37.6 a 75.5 pumol equivalentes de Trolox y 63.5
a 91.5 ymol equivalentes de Trolox/g de muestra respectivamente (Siriwoharn y col., 2005).
Una alta capacidad antioxidante (ORAC) se ha encontrado en extractos de frutos verdes de
zarzamora Yy fresa asi como en hojas; la frambuesa presentd6 mayor capacidad antioxidante en
estado maduro (Wang y Lin, 2000b). Concentraciones de 8.11 a un maximo de 38.29 umol de
Trolox por gramo de muestra fueron reportadas para zarzamoras y arandanos colectados en
Georgia, EUA; la capacidad antioxidante de estos frutos se atribuy6é a la presencia de
flavonoides, fenilpropanoides y é&cidos fenolicos (Sellappan y col.,, 2002). Frambuesas
colectadas en EUA fueron analizadas durante 14 dias de almacenamiento y mostraron alta
capacidad antioxidante expresada como capacidad de absorber radicales oxigeno (ORAC)
(Chanjirakul y col., 2006).

b Efectos biologicos de compuestos nutracéuticos de frutillas
1) Efecto antiinflamatorio y analgésico

La inflamacion se define como la primera respuesta del sistema inmune a las
infecciones o0 a la irritacion. La inflamacidn se caracteriza por la presencia de enrojecimiento,
sensacion de calor, hinchazon, dolor y disfuncion del 6rgano afectado (Hotamisligil, 2006).
En respuesta al dafio del tejido u oOrgano, se inicia la activacion de la cascada de sefiales
quimicas en diferentes células y 6rganos que preparan al organismo para proteger y aliviar la
zona afectada. En este proceso se involucra la activacion y migracion de los leucocitos desde
el sistema circulatorio al sitio o zona afectada. Se ha observado que periodos largos de
inflamacién son dafinos (Coussens y Werb, 2002; Hotamisligil, 2006), como en el caso de
las enfermedades metabdlicas. Gran nuimero de mediadores de rutas metabolicas estan
relacionados con obesidad, diabetes; padecimientos que muestran las caracteristicas clasicas
de inflamacion (Mantovani y col., 2008; Pan y col., 2008).
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En algunos tipos de cancer se presentan condiciones inflamatorias antes de que
ocurran alteraciones malignas; en otros un cambio oncogénico induce un microambiente
inflamatorio que promueve el desarrollo de tumores (Mantovani y col., 2008). Estudios
epidemioldgicos han mostrado que la inflamacidon crénica predispone a los individuos a varios
tipos de céncer. Se estima que fundamentalmente las infecciones y respuestas inflamatorias
son ligadas al 15-20% de todas las muertes por cancer a nivel mundial. Existen muchos
iniciadores de inflamacion cronica que incrementan el riesgo de desarrollo de céancer, por
ejemplo: infecciones microbianas (infeccion con Helicobacter pylori, asociada a cancer
gastrico y linfoma de mucosas gastricas), enfermedades autoinmunes (inflamacion del
intestino, asociada con cancer de colon) y condiciones de inflamacion de origen desconocido
(prostatitis, asociada con cancer de préstata) (Mantovani y col., 2008).

Las prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos son compuestos derivados del
acido araquiddnico (acido graso poliinsaturado). Los leucotrienos son formados por la accién
de lipooxigenasas y las ciclooxigenasas que actuan como catalizadores de la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos (Rodriguez-Téllez y col., 2001). La ciclooxigenasa (COX),
también conocida como prostaglandina H sintasa o prostaglandina endoperoxido sintasa, es
una enzima bifuncional que unida a la membrana cataliza el paso limitante en la produccion
de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TX) (Figura 8), mediadores quimicos en la
inflamacién y otros procesos. Se han identificado dos tipos de ciclooxigenasa COX-1 y
COX-2 (Suleyman y col., 2007; Rodriguez-Téllez y col., 2001; Garcia-Lafuente y col., 2009).
COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos de las diferentes especies
animales incluyendo el sistema gastrointestinal, higado, rifidn, musculatura lisa vascular y
plaquetas (Garcia-Lafuente y col., 2009). Las PGs derivadas de COX-1 se han considerado
responsables de preservar funciones fisioldgicas. COX-2 es una enzima limitante y es
constitutivamente sobreexpresada en practicamente todas las condiciones de inflamacion y
condiciones malignas y premalignas de células de colon, higado, pancreas, mamas, piel,
estdbmago, cabeza, cuello y esdfago en respuesta a varios mitdgenos, promotores de tumores,
citocinas, factores de crecimiento y en respuesta a radiaciones UV (Khanapure y col., 2007;
Nandakumar y col., 2008; Garcia-Lafuente y col., 2009). En situaciones normales es

indetectable en la mayoria de los tejidos y células, excepto en el rifidn, placenta, cerebroy en
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las plaquetas de nueva formacién, en los que hay una expresion basal constitutiva, pero se
expresa en respuesta a estimulos proinflamatorios (Rodriguez-Téllez y col., 2001). El
mecanismo de accion por el que los antiinflamatorios no esteroideos ejercen sus efectos radica
en la inhibicion de las ciclooxigenasas (Guo-Shu y col., 2010).

Diversos extractos de frutos se han estudiado para comprobar el efecto
antiinflamatorio (Wang y col., 1999; Seeram y col., 2006; Thole y col., 2006) y se ha
observado que algunos extractos de zarzamora, frambuesa, arandano y fresa inducen apoptasis
a través de la inhibicion de la expresion de la enzima COX-2 en lineas celulares de cancer de
colon HT-29 (Seeram y col., 2006). Estandares de antocianinas y catequinas comerciales han
mostrado una inhibicion en la actividad de COX-1 y COX-2 a concentraciones de 100 y 50
uM, respectivamente, en lineas celulares de cancer de mama, colon, higado y del sistema
nervioso central, sugiriendo que este tipo de compuestos pueden ser propuestos por su
potencial beneficio a la salud (Seeram y col., 2003).

En extractos de zarzamora ricos en antocianinas inhibieron la actividad enzimética
de COX-2 y actuaron como moduladores en la respuesta inmune de macréfagos activados via
induccién del factor de necrosis tumoral (Wang y col., 1999). En extractos de bayas de
Sambucus nigra (bayas) a concentraciones de 10 puL/mL de antocianinas se mostré una
inhibicion de la actividad de 87% y 86% de las enzimas COX-2 y COX-1, respectivamente
(Thole y col., 2006). Por otro lado, Burns y col. (2008) reportaron variaciones en el efecto
antiinflamatorio de extractos de frutillas (A. alnifolia, V. trilobum, P. virginiana y S. argentea)
via inhibicion en la expresion de genes de COX-1 y COX-2 in vitro. Las diferencias
encontradas entre estas frutillas pueden ser atribuidas a las variaciones en la naturaleza de sus
constituyentes bioactivos y/o variacion en la cantidad de aquellos constituyentes presentes en
las muestras.

Diversos estudios han mostrado que la inflamacién de varios tejidos es acompariada
por una alta expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), la cual es capaz de
producir un exceso de Oxido nitrico (ON) durante un tiempo prolongado. El 6xido nitrico
(ON) es una molécula bioldgica de sefializacion involucrada en una multitud de procesos tanto
fisiolégicos como patoldgicos. Por ejemplo: en condiciones fisiologicas normales el ON es
producido por células endoteliales y es esencial para la regulacion de la proliferacion y

relajamiento del masculo liso vascular, regulacion de la presién sanguinea, ademas, participa
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en la regulacion de agregacion de plaguetas, angiogénesis, trombosis, neurotrasmision,
actividad antimicrobiana, regulacion redox de la célula y apoptosis (Wu y col., 2004; Oviedo
y col., 2005; Sharma y col., 2007). Sin embargo, como oxidante e inhibidor de enzimas que
contienen centros hierro-azufre, el exceso de ON es perjudicial para los tejidos y funciones
cardiovasculares. En los ultimos afios se ha mostrado que muchos factores dietarios afectan la
salud y contribuyen a la patogénesis de enfermedades cronicas parcialmente a través de la
modulacion de sintesis de ON (Wu 'y col., 2004; Sharma y col., 2007; Ridnour y col., 2008).
En muchas células de mamiferos, el ON es sintetizado de la L-arginina y O, por 6xido nitrico
sintasa (NOS) (EC 1.14.13.39). Existen tres diferentes isoformas identificadas de NOS
(NNOS, iINOS o eNOS), las cuales son codificadas por diferentes genes y difieren en
propiedades inmunoldgicas, cataliticas y moleculares, distribucion celular, regulacion de
actividad y sensibilidad a inhibidores (Wu y Meininger, 2002; Sharma y col., 2007; Reuter y
col., 2010). nNOS (también conocida como tipo I, NOS-1 o NOS-1) fue la primera que se
identifico como constitutiva en tejido neuronal. INOS (también conocida como tipo I, NOS-11
0 NOS-2) fue identificada como inducible por citosinas inflamatorias y lipopolisacaridos
(LPS) en macrofagos y hepatocitos. eNOS (también conocida como como tipo I11, NOS-III o
NOS-3) fue originalmente identificada como constitutiva de células endoteliales vasculares.
nNOS y eNOS son colectivamente denominadas constitutivas (cNOS). Sin embargo, todavia
no estd muy claro como puedan ser inducidas por diferentes y apropiados estimulos y
mecanismos a nivel transcripcional y postranscripcional, y como puedan ser constitutivamente
expresadas en algunos tejidos o células. Ademas, las tres isoformas pueden ser encontradas en
el citosol o en compartimentos particulares de la célula o en ambos (Bredt, 1999; Alderton y
col., 2001; Kleinert y col., 2003).

En células de cancer humano de vejiga, prostata, boca y es6fago se ha encontrado un
incremento de la expresién de iINOS y menos consistente en estdmago, colon y mama (Bredt,
1999; Chung y col., 2001; Crowell y col., 2003). Extractos ricos en fenoles, antocianinas y
proantocianidinas de Aristotelia chilensis y Vaccinium floribundum mostraron un efecto
inhibitorio en la produccion de ON y expresion de iNOS (Schreckinger y col., 2010).

2) Efecto antidiabético
La enzima aldosa reductasa (EC 1.1.1.21) cataliza la reaccion de reduccién de glucosa a
sorbitol e incrementa la produccién de sorbitol en un estado diabético hiperglicémico debido a
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que el nivel del sustrato es elevado. Esta sintesis elevada de sorbitol se ha ligado a
complicaciones microvasculares diabéticas como retinopatia, neuropatia y nefropatia. Por lo
tanto, la inhibicion de aldosa reductasa es un mecanismo antidiabético reconocido (Nishimura
y col., 1991). Los terpenos encontrados en extractos de frutillas (Amelanchier alnifolia,
Viburnum trilobum, Prunus virginiana y Shepherdia argentea) nativas de Norte América han
mostrado una fuerte inhibicion de aldosa reductasa. Ademas, una fraccion de acetato de etilo
de dichas frutillas presentaron compuestos como carotenoides, que también inhibieron la
enzima aldosa reductasa, lo cual podria sugerir a estos frutos como fuentes potenciales de
compuestos nutracéuticos, inhibiendo la enzima aldosa reductasa y por esta via proteger
contra las complicaciones diabéticas (Burns y col., 2008). Por otro lado, un extracto de
arandano (Vaccinium angustifolium) rico en antocianinas (malvidina-3-glucosido, presente en
mayor proporcion) provoco una disminucion de los niveles elevados de glucosa en sangre de
ratones diabéticos tipo 2, esto es importante para mitigar los sintomas de la hiperglicemia
(Grace y col., 2009).

Los taninos pueden actuar en la diabetes mediante dos vias: (i) disminuyendo los niveles de
glucosa al retrasar la absorcion de glucosa intestinal y la insulina como un efecto en tejidos
sensibles a la insulina y (ii) retrasando el inicio de la diabetes mellitus dependiente de insulina
por la regulacion del medio ambiente antioxidante de las células pancreaticas-p. Los extractos
de varias plantas ricos en taninos han mostrado una efectiva capacidad inhibitoria efectivos de
enzimas intestinales. La inhibicién dea -amilasa y a-glucosidasa ha sido reportada por varios
autores (Matsuoka y col., 1977). En extractos de frambuesa y fresa se ha reportado efecto
inhibitorio de amilasas pancreéticas y saliva, la alta inhibicion de o-glucosidasa se atribuy6 a
la presencia de antocianinas, mientras que la inhibicion de la actividad de a-amilasa se

atribuy0 a las cantidades apreciables de taninos solubles (McDougall y col., 2005b).
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3) Efecto antibacteriano, antiparasitario y antiviral

El uso de una gran diversidad de plantas en la medicina tradicional para el
tratamiento de diarrea en el mundo es muy conocido. Fracciones de elagitaninos de mora
artica (Rubus chamaemorus L.) y frambuesa inhibieron eficientemente el crecimiento de
Staphylococcus aureus (Puupponen-Pimia y col., 2004). Jugos de frambuesa y grosellas
negras (Rubus nigrum L.) mostraron una importante actividad antibacteriana contra diferentes
especies de Enterococcus, Escherichia, Mycobacterium, Salmonella, Shigella y
Staphylococcus (Cavanagh y col., 2003). La adhesién de bacterias a las superficies de las
mucosas intestinales es considerada un prerequisito muy importante para la colonizacion e
infeccion y se ha demostrado que las frutillas tienen un efecto antibactericida debido a la
actividad antiadherente. Jugos de arandano rojo han mostrado un efecto antiadherente en
uroepitelio e inhibicion del crecimiento de E. coli (Ofek y col., 1991; Reid y col., 2001). Se ha
demostrado que esta actividad se debe a la presencia de proantocianidinas en el jugo de
arandano rojo (Reid y col., 2001; Reed y col., 2003). Reed y col. (2003) compararon
proantocianidinas de arandano rojo y de otros frutos (uvas, manzanas), encontrando que
solamente el jugo de ardndano rojo tenia actividad antiadherente en las vias urinarias humana
después del consumo.

Extractos de epicatequina aislada de Rubus corifolius silvestre han mostrado
propiedades antigiardia in vitro, una actividad 8 a 10 veces mayor comparada con controles
positivos como metronidazol y emetina; por otro lado, el camferol mostré una actividad
similar a los controles, lo cual sugiere que estos extractos crudos o fracciones de esta especie
silvestre de Rubus pueden ser utilizados para el desarrollo de medicamentos naturales, para
combatir este tipo de infeccion (Barbosa y col., 2006). La utilizacién de compuestos fendlicos
de frutillas como agentes antimicrobianos ofrece muchas oportunidades para su uso en la
industria alimentaria y farmacéutica. El desarrollo de medicamentos alternativos a partir de
compuestos de frutillas para la prevencién y control de infecciones causadas por bacterias
resistentes a antibidticos es un tema muy importante de investigacion en el futuro (Paredes-
Lopez y col., 2010).

4) Efecto antimutagénico de frutillas
Diversos sistemas in vivo e in vitro han sido utilizados para determinar el potencial

antimutagénico y anticarcinogénico de frutillas, asi como la identificacion de sus principales
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componentes (Duthie, 2007). En un estudio se evaluaron jugos de fresa, arandano y frambuesa
fueron evaluados para conocer su habilidad para inhibir la mutacion por mutagenos directos
como metilmetanosulfonato (MMS) y el procarcindgeno benzopireno. El jugo de fresa mostro
una inhibicion significativa de mutagénesis (37%) y carcinogénesis (76%) causada por ambos
carcindgenos, las otras especies fueron menos efectivas (Smith y col., 2004). La eficacia de la
inhibicion parece ser altamente dependiente de la especie y de la variedad de frutilla (Duthie,
2007). El jugo y diversos preparados de zarzamora de diferentes cultivares redujeron
mutagénesis (90%) inducida por 2-aminoantraceno en bacterias (Tate y col., 2003; Tate y col.,
2006).

En otro estudio se analizaron ocho cultivares de zarzamoras para la identificacion de
la habilidad de inhibir mutaciones inducidas con irradiacion UV por medio de un ensayo de
Ames. Todos los materiales fueron cultivados y cosechados bajo las mismas condiciones. Se
encontro que dos de ellos inhibieron fuertemente la mutagénesis, dos no tuvieron efecto sobre
los niveles de mutacion y los cuatro restantes tuvieron efecto intermedio (Tate, 2006). El
ensayo de Ames es un buen indicador del potencial mutagénico in vivo e in vitro, con un 90%
de correlacion entre una respuesta positiva en el ensayo y carcinogenicidad en modelos
animales (Mortelans y Zeiger, 2000; Tate y col., 2003; Tate, 2006; Duthie, 2007).

5) Efecto anticarcinogénico

Es debidamente aceptado que el consumo de una dieta alta en alimentos de origen
vegetal estd asociada con una disminucién de riesgos de cancer (Shureiqi y col., 2000; Tate y
col., 2003; Duthie, 2007; Alwerdt y col., 2008). Extractos y fitoquimicos individuales de
frutillas pueden actuar y alterar la estabilidad gendmica de un nimero de puntos subsecuentes
de transformaciones malignas, modulando la iniciacion, promocion y progresion del cancer.
Diversos sistemas in vivo e in vitro han sido utilizados para determinar el potencial
antimutagénico y anticarcinogénico de estos frutos y sus principales componentes (Duthie,
2007).

En fracciones de extractos de arandanos silvestres (Vaccinium angustifolium Ait.)
colectados en EUA vy algunas regiones de Europa se han identificado inhibidores de
topoisomerasa, dichos inhibidores constituyen una clase de agentes quimopreventivos que
inhiben la via de carcinogénesis, su accion antiproliferativa y diferenciacion celular (Alwerdt

y col., 2008). Muchos agentes quimopreventivos han demostrado ser inhibidores cataliticos de
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topoisomerasa IlI, la cual provee una estrategia muy util para seleccionar agentes
quimopreventivos que pueden ser efectivos en los estados de promocion y progresion de
células cancerigenas. Especialmente la topoisomerasa Il ha emergido como un
quimopreventivo clave para un diverso grupo de agentes antitumorales (Cho y col., 2000a;
Shureigi y col., 2000). Cuando las células diferenciadas expresan bajos niveles de
topoisomerasa Il, y las células tumorales altos niveles, cominmente expresan de 25 a 300
veces niveles mas altos que aquellos de las células quiescentes (Cho y col., 2000a). Diversos
ensayos se han desarrollado para evaluar la habilidad de un compuesto que module eventos
bioquimicos de los cuales se presume que esta ligado a carcinogénesis (Shureigi y col., 2000).
El resveratrol es uno de los agentes quimiopreventivos que tiene efectiva inhibicién de la
actividad catalitica de topoisomerasa Il en mamiferos (Cho y col., 2000a).

A mediados de 1980 se report6d que el acido elagico (polifenol) inhibe tumores de
esofago inducidos por carcindgenos quimicos en ratas, cuando es administrado en sus dietas
(Wildman, 2001). Se ha estimado que la ingesta de antocianinas en dietas de paises
desarrollados excede los 200 mg/dia. Las antocianinas son abundantes en frutillas, alcanzando
concentraciones de 10 g/kg en algunos cultivares. Sin embargo, las antocianinas pueden
modificar biomarcadores de céancer in vitro, disminuyendo el dafio del ADN en células
normales en humanos y también inhiben el crecimiento de células cancerigenas en cultivos
celulares (Shureiqi y col., 2000; Cho y col., 2000). Diversos estudios han reportado el efecto
antiproliferativo de extractos, fracciones, antocianinas o proantocianidinas de frutillas sobre
células de cancer de colon humano, células de la cavidad oral y piel (Jang y Pezzuto, 1998;
Kuo y col., 2002; Pozzo-Guisado y col., 2004; Gossé y col., 2005; Han y col., 2007). Estudios
histopatologicos extensivos en ratas alimentadas con una dieta incluyendo 5-10% de
frambuesa y fresa liofilizada por un periodo de nueve meses, no mostraron cambios en ningun
organo o tejido y presentaron una reduccion de 10% de colesterol en sangre (Stoner, 2007).
Extractos de frambuesas probados a una concentracion > 20 mg/mL tuvieron fuerte actividad
inhibitoria en relacién al control (p < 0.01), sobre células cancerigenas humanas de higado
HepG; (Liu y col., 2002). Células de cancer de colon humano (Caco-2) fueron tratadas con
jugo de aronia (A. melanocarpa) rico en polifenoles y se observé un efecto antiproliferativo in

vitro; ademas, se detectaron cambios en los niveles de ARNm en diversos marcadores tipicos
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de tumores de cancer de colon y proteinas involucradas en la proliferacion y ciclo celular las
cuales pueden estar asociados con el tratamiento (Bermudez-Soto y col., 2007).
6) Otros efectos bioactivos

Diversos extractos de arandano rojo (Vaccinium macrocarpum) modulan la actividad
de enzimas producidas por patégenos periodontales y bacterias cariogénicas (Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola) (Bodet y col., 2006). Extractos
fenolicos de frutillas como Aristotelia chilensis y Vaccinium floribundum inhiben la
acumulacion de lipidos y la adipogénesis (Schreckinger y col., 2010). Céspedes y col., (2010)
reportaron que un extracto metanolico de Aristotelia chilensis (10 ppm/kg de peso) protege el
corazon de dafios inducidos por reperfusion en ratas.

A pesar de que las frutillas contienen una gran variedad de fitoquimicos con
propiedades bioldgicas y efectos benéficos a la salud humana; especialmente como
actividades antioxidantes, antimicrobiana, anticarcinogénicas, antineurodegenerativas y
antiinflamatorias es dificil que se consuman en paises subdesarrollados ya que estos frutos son
de muy alto costo para el consumidor (Seeram y col., 2006; Duthie, 2007). Por lo que, es
necesario estudiar los materiales silvestres y mejorados con los que actualmente cuenta
nuestro pais, para desarrollar variedades que permitan reducir costos de produccién y por lo

tanto, los costos para los consumidores.
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1. JUSTIFICACION

Los fruto de zarzamora, a menudo denominados zarzas o moras, pertenecen a la
familia de las rosaceas género Rubus. Estas frutillas son ricas en compuestos fenolicos,
principalmente flavonoides (antocianinas), acidos fendlicos y taninos. Numerosos estudios
han mostrado que estos compuestos fenolicos tienen propiedades antioxidantes asi como una
gran diversidad de funciones bioldgicas como antidiabéticas, anticancerigenas,
antineurodegenerativas, antiinflamatorios entre otras.

Los descubrimientos de los beneficios en la salud de este tipo de frutos han impulsado
al rapido crecimiento de la produccion de arandanos, frambuesa, fresas y zarzamora para los
mercados nacionales e internacionales como productos frescos, procesados y con propdésito
nutracéutico.

Para satisfacer el mercado mundial en expansién, los cultivares de frutillas con
caracteristicas diferentes que respondan a las demandas de los mercados como productos
frescos y de procesamiento se hace necesario la implementacion de estudios que contribuyan a
conocer el potencial de las frutillas que se desarrollan en nuestro pais.

En diferentes regiones de México se ha identificado una gran cantidad de genotipos
silvestres de zarzamora que no han sido estudiados de manera extensiva, y actualmente en el
programa de fitomejoramiento de la Facultad de Agrobiologia de la Universidad Michoacana
se ha obtenido una seleccion avanzada de zarzamora a través de cruzas tradicionales con la
finalidad de liberar la primera variedad de zarzamora de origen mexicano en un futuro
cercano. Sin embargo, en estos estudios no se ha tenido en consideracion el efecto que tienen
factores como el genotipo, localidad de siembra y condiciones de estrés sobre las
caracteristicas nutracéuticas que podrian impactar de manera directa sobre la calidad del fruto
de zarzamora.

Por ello es importante generar nuevas variedades de zarzamora, que combinen los
mejores atributos agrondémicos, fisicoquimicos, valor nutricional y nutracéutico de las
zarzamoras comerciales, silvestres y mejoradas existentes y seria deseable tomar en
consideracion la informacion generada en la presente investigacion.

De esta manera generar variedades de zarzamoras que puedan ser accesibles a la
poblacion mexicana y éstas puedan también ser mas atractivas al consumidor internacional

para generar nuevas alternativas para productores de frutos.
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IV. OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL
Determinar el potencial alimentario y nutracéutico de una coleccion de zarzamoras
silvestres y mejoradas de las regiones boscosas de Michoacan y compararlo con materiales

comerciales.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Realizar andlisis proximal de algunas zarzamoras cultivadas en México.

2 Establecer un método eficaz para aislamiento, separacion y caracterizacion de
polifenoles de zarzamoras cultivadas en Meéxico utilizando la combinacion de
tecnologia de adsorcion (resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20) con técnicas de
HPLCy LC-ESI-MS.

3 Obtener extractos metandlicos crudos, ricos en polifenoles, antocianinas y
proantocianidinas de una coleccién mexicana de zarzamoras silvestres y mejoradas
cultivadas en México.

4 Determinar Yy caracterizar antocianinas y proantocianidinas en los extractos
(EP, ERA 'y EPA) de zarzamoras por HPLC y LC-ESI-MS y MS/MS.

5 Evaluar el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de extractos crudos,
ricos en polifenoles, ricos en antocianinas y ricos en proantocianidinas.

6 Evaluar la actividad antimutagénica de extractos ricos en polifenoles, antocianinas y
proantocianidinas (EP, ERA y EPA) de zarzamora.

7 Evaluar las inhibicion de las respuestas pro-inflamatorias (produccién ON y PG, y
expresion de COX-2 e iNOS) con extractos (EP, ERA y EPA) de zarzamora en

macrofagos RAW 264.7 estimulados por lipopolisacaridos.
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V. MATERIALES Y METODOS
A MATERIALES

1. Colecta de frutos de zarzamora

Una coleccion de seis genotipos de zarzamora (Rubus spp.), cuatro genotipos de
zarzamora silvestres, una variedad comercial y una linea mejorada se utilizaron para la
realizacion de este estudio. Los frutos de zarzamora silvestre (ZS-11, ZS-10, ZS-3, ZS-7) se
recolectaron en la primavera de 2008 en Uruapan, Michoacan, México. Los frutos de
zarzamora comercial (variedad “Tupy”) se cosecharon en el invierno de 2008, en la localidad
de Los Reyes, Michoacdn, México. Los frutos de la linea mejorada (UM-601) fueron
proporcionados por el Laboratorio de Agrobiologia de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Uruapan, Michoacan, México y se cosecharon en el invierno de 2008. La
linea mejorada se selecciond por su color y sabor a través de un programa de fitomejoramiento
para desarrollar cultivares superiores adaptados a las condiciones de medio ambiente de
Michoacan y otras localidades del centro de México. Después de las colectas las frutillas se
limpiaron, lavaron y almacenaron en congelador (-80 °C) durante 24 h y posteriormente se
liofilizaron. Finalmente, se empacaron en bolsas de polietileno y se almacenaron (-20 °C)
hasta su uso.
2. Materiales quimicos y bioldgicos

Estandares comerciales de antocianinas y proantocianidinas y otros flavonoides se
utilizaron para la caracterizacion de los polifenoles. Los estandares de antocianinas (cianidina,
delfinidina, petunidina, peonidina y malvidina glucésidos) se obtuvieron de los Laboratorios
Polyphenols (Sandness, Norway) y los mondmeros de proantocianidinas (incluyendo
catequina y epicatequina), dimeros, camferol, quercetina y glucésidos de mirecetina de
Chromadex (Laguna Hills, CA, EUA); el piruvato de sodio (100 mM), penicilina (1000
unidades/mL), estreptomicina (1000 unidades/mL), nitrito de sodio, N-(1-Naftil)
etilendiamina diclorhidrato, y el LPS de Escherichia coli O55:B5 fueron de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), asi como el NADP, GDP y el 1-NP. Salmonella typhimurium YG1024
fue proporcionada por el Dr. Takehiko Nohmi de la divisién de genética y mutagénesis,
Instituto Nacional de Ciencias de la Salud, Japon. El Oxoid No 2 fué de Oxoid LTD., Hants,
England. EI medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) y los macréfagos murinos
RAW 264.7 se compraron en American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
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EUA) y el suero fetal bovino (FBS) en Gibco BRL (Rockville, MD, EUA), los anticuerpos
monoclonales (COX-2, iNOS) en Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) , el
anticuerpo secundario conjugado anti-raton 1gG peroxidasa de rabano en GE Healthcare
(Buckinghamshire, UK) y el kit monoclonal- de prostaglandinas E2 (No. 414010), Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA. Todos los otros reactivos quimicos utilizados se
compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) a menos que se especifique.
B METODOS
1 Composicion proximal de los frutos de zarzamora

Se utilizaron métodos de la AOAC (1999) para evaluar la composicién proximal:
secado a 105 C por 24 h para humedad (método 925.098): incineracién a 550°C para cenizas
(metodo 923.03); desgrasado en equipo Soxhlet con éter de petroleo (método 920.39 C) y
microKjeldhal para proteina (método 960.52). El contenido de carbohidratos se determind por
diferencia del total de muestra. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
2 Preparacion de los extractos de los frutos de zarzamora

El proceso utilizado para preparar fracciones enriquecidas de antocianinas vy
proantocianidinas en frutos de zarzamora se ilustra en la Figura 9.

a Extracto crudo (EC)

Para la extraccion de los compuestos fendlicos en zarzamora se utilizd el método
descrito previamente por Burns y col. (2008). Se tomaron 10 g de cada muestra y se
mezclaron con disolucion de 100 mL de metanol al 80% (v/v) durante 24 h a 4 °C, la
suspension se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante se recolect6 y
se almacen6 a 4 °C. El proceso de extraccion se repitio dos veces como se describi6
anteriormente. Todos los sélidos se recolectaron y los solventes se evaporaron en un rotavapor
Buchi R-210 con bomba de vacio V-700 conectada a controlador de vacio V-850 (Biichi Corp,
New Castle, DE, EUA). Los extractos crudos de zarzamora obtenidos se liofilizaron y
almacenaron a — 20 °C hasta su utilizacion. Las extracciones de muestras de cada genotipo de
zarzamora se realizaron por triplicado.

b Extractos concentrados de polifenoles (EP)
Para la obtencidn de extractos concentrados de polifenoles (EP) se utilizd la metodologia

propuesta por Grace y col. (2009) con algunas modificaciones. 100 g de zarzamora liofilizada
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| Frutillas liofilizadas |

Extracto con MeOH 80% (0.3% TFA)

Extracto concentrado

v

Fraccion no polar F Particion EtOAc partition

Columna Amberlite XDA-7

A 4
Extracto concentrado de
polifenoles (EP)

Columna
Sephadex-LH-20

v v

Fraccionesricas en Fracciones ricas en
antocianinas (ERA) proantocianidinas (ERP)

Donde: ERA incluye las fracciones 1-9, las cuales contenian principalmente antocianinas
eluidas con MeOH 80%, ERP fracciones que contenian principalmente proantocianidinas

eluidas con acetona 70%.

Figura 9. Diagrama de flujo del procedimiento para obtener los extractos concentrados en

polifenoles, antocianinas y proantocianidinas a partir de zarzamora liofilizada.
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se mezclaron en un frasco con 500 mL de metanol al 80% acidificado [0.3% de &cido
trifluroacético (ATA) (1:5, p/v)] vy se filtrd tres veces a traves de capas multiples de algoddn
para separar el pigmento purpura de la pulpa. La mezcla resultante se filtré primero en papel
Whatman’s # 4 y luego con papel #1 (Florham Park, NJ, EUA en condiciones de oscuridad. El
extracto hidroalcohdlico colectado se concentr6 por evaporacion rotatoria < 40 °C para
remover el metanol. El concentrado acuoso restante se diluy6 con acetato de etilo (4 : 120 mL)
para remover los compuestos liposolubles y el extracto fue de nuevo concentrado para
remover el acetato de etilo. La fraccion acuosa (~120 mL) se aplicé en la parte superior de una
columna cromatografica (30 X 10 cm, Vineland, NJ, EUA) empacada con resina Amberlite
XDA-7 (tamafio del grano, 20-60 mesh, Sigma Life Science, CO, EUA), previamente
acondicionada con agua acidificada (0.3% ATA), donde la mezcla de polifenoles se adsorbio
y se lavo en agua acidificada (0.3% ATA) para remover los azucares libres, pectinas y otras
impurezas. El extracto de mezcla de polifenoles (EP) se eluyd de la columna con metanol
acidificado (1000 mL) como fase movil. EI metanol se evapord en un rotavapor Blichi
modelo R-210 con bomba de vacio V-700 conectada a un controlador de vacio V-850 (Bichi
Corp) y posteriormente se liofilizd utilizando una liofilizadora modelo VL-61010 (Labconco
Inc., Kansas City, MO, EUA) para asegurar que los restos de humedad fueran removidos, vy
finalmente los extractos ricos en polifenoles (EP) se almacenaron en botellas de vidrio color
ambar en congelador (- 20 °C) hasta su uso. Las extracciones de muestras de cada genotipo de
zarzamora se realizaron por triplicado.
c Extractos de antocianinas (ERA) y proantocianidinas (ERP)

La extraccion de antocianinas se llevo a cabo de acuerdo al método reportado por
Grace y col. (2009) con modificaciones menores. Extractos ricos en polifenoles (2.0 g) se
disolvieron en 5 mL de metanol al 80 % (v/v) con sonicacion para facilitar la disoluciéon y
después se aplicaron a la parte superior de una columna cromatografica empacada con resina
Sephadex-LH-20 (3 X 30 cm), previamente preacondicionada con una disolucion de metanol
[80% (v/v), 0.3% ATA]. Se utilizaron dos sistemas de disolventes para eluir los compuestos
polifendlicos de la columna Sephadex: metanol [80% (v/v), 0.3% ATA] y acetona [70%
(v/v)]. Un total de 12 fracciones (50 mL cada una) se colectaron, iniciando cuando el material
purpura comenzd a eluir de la columna. Las primeras nueve fracciones fueron ricas en

antocianinas (ERA) y se utilizé metanol [80% (v/v), 0.3% ATA] como fase movil para eluir el
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extracto rico en antocianinas. Para eluir las fracciones ricas en proantocianidinas (EPA) de la
columna Sephadex-LH-20 se utiliz6 como fase movil acetona [70% (v/v)]. Los solventes
organicos de todas las fracciones se evaporaron con un rotavapor Bichi modelo R-210 con
bomba de vacio V-700 conectada a un controlador de vacio V-850 (Buchi Corp.) vy
posteriormente se liofilizaron utilizando una liofilizadora modelo VL-61010 (Labconco Inc.,
Kansa City) y finalmente, ambos extractos ricos en antocianinas (ERA) y en proantocinidinas
(ERP) se almacenaron en botellas de vidrio color ambar en un congelador (- 20 °C) hasta su
uso. Las extracciones de muestras de cada genotipo de zarzamora se realizaron por duplicado.
3 Caracterizacion y cuantificacion de compuestos polifendlicos de zarzamora
a Analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) de antocianinas y

proantocianidinas

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en
inglés) se llevaron a cabo utilizando un cromatografo de liquidos de alta resolucion HPLC
1100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA) con un detector de arreglo de
diodos, inyector automatico, columnas de compartimiento a temperatura controlada y software
ChemStation 3D para el procesamiento de datos. La separacion de antocianinas y
proantocianidinas se realiz6 con una columna de fase reversa Supelcosil LC-18 (250 mm x 4.6
mm, 5um; Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Un gradiente de elucion de la fase movil para
antocianinas consistié en 5% de &cido formico en agua grado HPLC (A) y 100% metanol (B).
El flujo (1 mL/min) fue constante durante el analisis de HPLC, con un gradiente de paso de
10, 15, 25, 30, 60, 10, y 10% de solvente B a 0, 5, 15, 20, 25, 45, 47, y 60 min,
respectivamente, a una temperatura constante de 25 °C. Para proantocianidinas, la fase movil
consistio de 5% y 0.1% de &cido férmico en agua grado HPLC (A) y 5 agua grado HPLC y
0.1% de acido férmico en acetonitrilo (B). Como gradiente de paso se utilizo 0, 5, 30, 60, 90,
90, y 0% de solvente B a 0, 40, 45, 50, 55, 60, y 70 min, respectivamente. Las muestras de
cada extracto de zarzamora se prepararon disolviendo 5 mg en metanol (1 mL) y se filtraron a
través de filtro de nylon 0.22 um (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) y posteriormente se
inyectaron 10 pL al sistema de HPLC. Tres concentraciones de cianidina-3-O-glucésido o
catequina se prepararon como estandares externos para antocianinas y proantocianidinas,

respectivamente, a 1.0, 0.5 y 5.0 mg/mL, donde se inyectaron 10 pL. La cuantificacion de las
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antocianinas y proantocianidinas se llevé a cabo con el area bajo la curva obtenida a 520 y 280

nm, respectivamente. Todos los extractos de zarzamora se analizaron por duplicado.

b Anélisis por espectrometria de masas (LC-ESI-MS) de antocianinas y
proantocianidinas

Los andlisis de LC-MS se llevaron a cabo con un espectrometro de masas, LCQ Deca
XP (Thermo Finniga Corp., San José, CA, EUA), MS version 1.3 SRI, la ionizacién por
electrospray (ESI) se llevo a cabo en el modo de ion positivo (m/z 200-2000) con un detector
de arreglo de fotodiodos (PDA) (200-600 nm), versién 1.2 inyector automatico y un software
Xcalibur para el procesamiento de datos. El voltaje de pulverizacion fue de 10 kV vy la
temperatura de capilaridad de 250 °C. La separacion en HPLC se llevo a cabo en una columna
de fase reversa C-18 (150 mm, 2.1 mm diametro interno, 5 pm tamafio de particula, 90 A)
(VYDAC, Western Analytical, Murrieta, CA, EUA). EIl andlisis de LC-MS se llevo a cabo
utilizando la misma fase mavil y gradientes descritos anteriormente (anélisis de HPLC), con
0.1 % de &cido férmico, flujo de 200 pL/min y volumen de inyeccién de 5 puL por muestra o
estandar. La temperatura de la columna y las muestras se mantuvieron a 20 °C. El analisis de
LC-MS/MS se llevé a cabo utilizando un espectrometro de masas con analizador de tiempo de
vuelo y desorcidn asistida por matriz (Waters Corporation, Milford, MA, EUA). Los datos de
MS/MS se obtuvieron a través del software MassLynx version 4.0. Se disolvieron estandares
comerciales como referencia (0.25 mg/mL) y muestras (5 mg/mL) en 1 mL de metanol al
100% vy se filtraron [filtros de 0.22 um de politetrafluoroetileno (PTFE)] antes de inyectarse
en el HPLC y LC-MS para comparar los tiempos de retencion y valores m/z de los polifenoles
en todos los extractos y fracciones.

4 Contenido de polifenoles totales

Para determinar la concentracion de fenolicos totales de los extractos de zarzamora se
utilizé el método colorimétrico modificado de Folin-Ciocalteu descrito por Nurmi y col.
(1996). Brevemente, disoluciones diluidas apropiadas de extractos (50 pg/mL) se mezclaron
con 0.5 mL 1N del reactivo de Folin-Ciocalteau se agité durante 2-5 min y a continuacion se
adiciono 1 mL de Na,COj3 al 20%, posteriormente, la solucién se dejé en reposo por 10 min.
Finalmente, la absorbancia se midié en el rango de UV-Visible con un espectrofotometro

SpectraMax® Plus (Sunnyvale, CA, EUA) a 765 nm. El contenido total de polifenoles se
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calculd a partir de la curva estdndar de acido galico y se expresaron como miligramos
equivalentes de cido galico (EAG) por gramo de extracto en base seca (bs).
5 Capacidad antioxidante por el método ORAC

La determinacion de la capacidad antioxidante se llevd a cabo por el método de
capacidad de absorbancia de radicales oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), adaptados a
partir de los métodos publicados por Davalos y col., (2004) y Prior y col., (2003). Este ensayo
se basa en el grado de inhibicion de la fluorescencia de fluoresceina por los antioxidantes que
atrapan los radicales peréxilo (ROQO"), generados a partir de la degradacion térmica del
compuesto 2-2"-azobis amidinopropano (AAPH). Se preparé una solucion madre de
fluoresceina (1.2 mM) pesando 39.87 mg de fluoresceina, disolviéndolo en 100 mL de
amortiguador de fosfato (75 mM, pH 7.4) y luego se almaceno en la oscuridad en condiciones
de refrigeracion. A partir de la solucion madre (10 uM) se prepard por dilucion una segunda
solucién de fluoresceina a partir de la cual se elaboraron diariamente por dilucion de 0.25 mL
de la segunda solucion en 25 mL de amortiguador de fosfato (75 mM, pH 7.4). La solucion
del radical AAPH (200 mM) se preparé pesando 207 mg del reactivo y se aforé en matraz
volumétrico de 5 mL con amortiguador de fosfato (pH 7.4). Como estandar de referencia se
utiliz6 una solucién de Trolox (1 mM) que se prepar6 con amortiguador de fosfato a partir de
la solucion stock (5 mM) manteniéndose en el congelador a -20°C. Alicuotas de 25 pL de
extractos de zarzamora diluido con amortiguador de fosfato (pH 7.4) se transfirieron a una
placa de 96 celdas (Fisher # 07-200-590), la placa con las muestras se colocé en el lector de
placas Lx800thi (Bio-TEk, Winooski, VT, EUA), donde se agregd 150 pL de fluorescéna
(0.1 um), se mezcld y se incub6 a 37 °C durante 30 min, a continuacién se adicionaron 25 pL
de AAPH. La reaccion se realizd a 37 °C y la fluorescencia (485 nm de excitacion y 538 nm
de emisién) se midio a intervalos de 2 min durante 60 min. Los datos se recolectaron con el
software acoplado al equipo y el calculo del efecto antioxidante de las muestras y el control
se integraron por el area neta bajo la curva sobre la pérdida de la fluorescencia (AUC)
[AUCaox — AUCy, aox]- Los resultados se expresaron en micromoles de equivalentes de

Trolox (ET) por gramo de muestra en base seca (bs).

6 Bioactividad de extractos de zarzamora
a Evaluacion de actividad antimutagenica
1) Microorganismo utilizado
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Se utilizé la cepa Salmonella typhimurium YG1024, proporcionada por el Dr.
Takehiko Nohmi de la divisién de genética y mutagénesis, Instituto Nacional de Ciencias de la
Salud, Japon.

2) Construccién de la curva dosis-respuesta del 1-nitropireno

Con el proposito de elegir la concentracion de 1-nitropireno a utilizar en el ensayo de
mutagenicidad, se realizaron ensayos con diferentes concentraciones (300, 200, 100, 50, 25, y
0 ng/tubo). EI 1-nitropireno se disolvio en DMSO ya que es insoluble en agua; el mutageno
se incorpor6 utilizando 10 pL por tubo y se utilizaron testigos negativos con DMSO
(Espinosa, 1980). Se realizaron dos experimentos independientes con tres repeticiones.

3) Ensayo de microsuspension (ensayo de Ames modificado por Kado y col., 1983 y
1986)

i Propagacion de la bacteria

La cepa de S. typhimurium YG1024 se cultivo en un medio liquido nutritivo Oxoid No
2 (Oxoid LTD) hasta alcanzar una densidad de 1 x 10° bacterias/ mL. El cultivo se realizé en
tubos a 37 °C (aproximadamente entre 16-20 h) en un bafio metabolico modelo 3540 (Lab-
Line Instruments, INC., USA). Las bacterias se cosecharon por centrifugacion (3,645 X g/4
°C/10 min). Posteriormente se resuspendieron en un amortiguador de fosfatos salino (0.15M
PBS, pH 7.4), utilizando un volumen suficiente para concentrarlas a 1 x 10*° bacterias/mL.
I Preparacion de la mezcla de cofactores

Para el procedimiento de Ames (Maron y Ames, 1983) se utiliz6 una mezcla de
cofactores o coctel. Los ingredientes del coctel se adicionaron en el siguiente orden: 435 uL
de agua, 500 pL de una solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.2 M pH 7.4 (NAP), 20
uL de una mezcla de cloruro de magnesio 0.4 My cloruro de potasio 1.65 M (MgCl,/KCl), 40
uL de NADP 0.1 M y 5 uL de glucosa-6-fosfato 1 M (G6P). Para este ensayo el orden de
adicion fue el siguiente: 420 uL de agua, 500 uL de NAP (0.2 M pH 7.4), 20 puL de
MgCI,/KCI, 40 uL de NADP 0.1M y 5 uL de G6P (1 M).
i Preincubacion

Para preparar la mezcla a evaluar, en tubos de ensayo estériles de 12 x 75 mm
colocados en un bafio de hielo se adicionaron los ingredientes en el siguiente orden: 100 pL de

coctel, 100 pL de bacteria concentrada en solucion salina amortiguadora de sodio y fosfato (1

73



X 10 bacterias/mL PBS), 10 pL de extracto de zarzamora (concentracion de 100 pg/tubo),
10 pL de mutageno (1-NP) a 200 ng/tubo o 10 pL de DMSO. Las mezclas se incubaron a
37°C con agitacion por 90 min, posteriormente los tubos se colocaron en un bafio de hielo,
hasta el momento de adicionar el agar de superficie.

v Preparacion del agar de superficie y vaciado a cajas petri

Para la mezcla de cofactores o céctel se utilizo el procedimiento de Ames (Maron y
Ames, 1983). Los ingredientes del coctel se adicionaron en el siguiente orden: 435 uL de
agua, 500 uL de una solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.2 M pH 7.4 (NAP), 20 uL
de una mezcla de cloruro de magnesio 0.4 My cloruro de potasio 1.65 M (MgClI,/KCI), 40 uL
de NADP 0.1 My 5 uL de glucosa-6-fosfato 1 M (G6P). Para este ensayo el orden de adicién
fue el siguiente: 420 uL de agua, 500 uL de NAP (0.2 M pH 7.4), 20 uL de MgClI,/KClI, 40
nL de NADP 0.1 M, 5 pL de G6P (1 M).
v Determinacion de la toxicidad o mutagenicidad

Con el proposito de determinar si los extractos de zarzamora eran toxicos o
mutagénicos para la cepa de prueba YG1024, la bacteria se coloco en contacto con 10 plL de
la muestra a evaluar a la concentracion de 100 pg/tubo. En los controles negativos se empled
DMSO. Se realizaron dos experimentos independientes con tres repeticiones. Las muestras se
filtraron utilizando filtros Millipore (No. SLGS033SS, 33 mm, 0.22 yum). Una muestra tdxica
disminuye el nimero de revertantes, en tanto que una mutagenica lo incrementa en al menos
dos veces en relacion al nimero de revertantes espontaneas (Espinosa, 1980). Fernandez y
Vargas (2003) consideran que un compuesto es toxico si el numero de revertantes en
presencia de la muestra a evaluar es menor del 60% de las revertantes espontaneas y si Ml
(Mutacion Inducida, MI) es > 0.6 y < 2 para que no exista toxicidad ni mutagenicidad en las
muestras evaluadas. Los resultados negativos para la toxicidad/mutagenicidad fueron los
indicadores para evaluar la antimutagenicidad de las muestras de estudio.

Vi Evaluacion de actividad antimutagénica

Se mezclaron 95 pL de céctel, 100 pL de bacteria, 10 puL de la muestra a evaluada y 5
pL de 1-NP [200 ng/tubo]; el volumen total fue de 210 pL/tubo. En el control negativo se
utilizaron 15 pL de DMSO estéril y en el control positivo se adicionaron 10 uL. de DMSO y 5

puL de 1-NP a una concentracion de 200 ng/tubo. Se realizaron al menos dos experimentos
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independientes con tres repeticiones por experimento. En caso de presentar efectos
antimutagénicos, la muestra evaluada bloquea el efecto del agente mutagénico (1-NP) y se
observaba una disminucién en el nimero de revertantes (colonias). El porcentaje de inhibicién

fue calculado como:

Porcentaje de inhibicién de la mutagenesis = (1— %)xloo

Donde: A fue el numero de revertantes observadas en presencia de la fraccion evaluada
junto al agente mutagénico y B fue el nimero de revertantes obtenidas en presencia del agente
mutagénico (control positivo). La actividad antimutagénica fue clasificada como
antimutagénica positiva basada en el % de inhibicion de la mutagenicidad del 1-nitropireno de
la escala establecida por Wall y col. (1988) (Cuadro 12).

b Actividad antiinflamatoria de extractos de zarzamora
1) Cultivo celular

La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 se cultivd en medio de cultivo
DMEM  (Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium)  suplementado con 1%
penicilina/estreptomicina, 1% piruvato de sodio y 10% de suero fetal bovino y mantenido en
una atmosfera humidificada con 5% CO, a 37 °C.
2) Ensayo de viabilidad de células

El ensayo de viabilidad de células se realiz6 utilizando soluciones de ensayo para la
proliferacion de las células CellTiter 96® AQqueous One que contiene un nuevo compuesto
denominado tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio, MTS) y un reactivo captador de electrones, [fenazina etosulfato, (PSA)]
(Promega Corp., Madison, WI, EUA) el cual, mejora la estabilidad quimica permitiendo
combinar MTS para la formacién de una solucién estable. Una dilucién de 5 x 10* células se
sembraron en cada celda en una placa de 96 pozos y el volumen total se ajusto a 200 pl con
medio de cultivo. Las células se incubaron por 24 h a 37°C en 5% CO,/95% de aire, a
continuacion, las células se trataron con diferentes concentraciones de extractos de zarzamoras
(0.5, 5y 50 uM equivalentes de cianidina-3-O-glucésido para EP y ERA y equivalente de
catequina para ERP) durante otras 24 h. Después de 24 h de tratamiento, el medio de

crecimiento fue reemplazado por 100 pL de medio de cultivo nuevo y 20 pl MTS/PES en cada
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Cuadro 12. Escala de numero de revertantes para evaluar el grado de antimutagenicidad de un

extracto.

Escala % inhibicion

antimutagénica

60-90 fuerte

40-60 positivo

20-40 débil

0-20 negativa

>90 sospecha de toxicidad
Wall y col., 1988.
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celda. Después de incubar la placa durante 2 h a 37°C, se midi6 la absorbancia a 515 nm con
un lector de placa de 96 pozos (BioTek Instruments®, Winooksi, VA, EUA). Los porcentajes
de viabilidad celular se calcularon utilizando la siguiente ecuacion:

% viabilidad celular = ABS;, 515 nm/ABS,, 515 nm * 100

Donde: ABS; es la absorbancia de las células tratada y ABS; es la absorbancia de las
celulas no tratadas.
3) Tratamiento

El tratamiento de las células de macréfagos RAW 264.7 se llevd a cabo mediante la
siembra de 2 X 10° células/pozo en una placa de 6 pozos y las células se dejaron crecer
durante 48 h a 37°C en 5% CO,/95% aire. Posteriormente, las células se trataron con extractos
ricos en polifenoles (EP), ricos en antocianinas (ERA) y ricos en proantocinidinas (ERP) de
zarzamora (0.5, 5.0 y 50.0 uM equivalentes de cianidina-3-O-glucosido para EP y ERA y
equivalente de catequina para ERP) y 1 mg/mL de lipopolisacarido (LPS) durante 24 h. El
medio de cultivo se recolectd y se analizé para determinar ON y PGE,. Los lisados celulares
se utilizaron para estudiar el efecto de los extractos fenolicos en la expresion de COX-2 e
iINOS.
4) Medicion de oxido nitrico

La produccion de oOxido nitrico (ON) se determiné de acuerdo a la metodologia
descrita por Dia y col. (2009). Cultivos de células con tratamiento e induccién por LPS se
incubaron durante 24 h, a continuacion se centrifugaron y el sobrenadante del cultivo se
colectd. Posteriormente, alicuotas (10Ql) del sobrenadante del medio de cultivo se
colocaron en una placa de 96 pozos y se afiadié una cantidad similar de reactivo de Griess (1%
sulfanilamida y 0.1% N-1-(naptil)-etilendiamina diclorhidrato en 2.5% H3;PO,). La placa se
incubé durante 5 min y la absorbancia se midio en el rango de UV-visible con un
espectrofotdmetro SpectraMax® Plus (Sunnyvale, CA, EUA) a 550 nm. La cantidad de ON se
calculé mediante la utilizacion de una curva estandar de nitrito de sodio (y = 0.13x+0.12, R® =
0.99).
5) Medicion de prostaglandinas

La produccion de la prostaglandinas (PGE;) se determiné de acuerdo a las
instrucciones del Kit descritas por la compafiia Cayman (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,

EUA). Se cultivaron células inducidas con lipopolisacarido (LPS) y con tratamiento de
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extractos durante 24 h, posteriormente se centrifugaron y el sobrenadante del cultivo se
colectd. Posteriormente, alicuotas (50 ul) del sobrenadante del medio de cultivo se colocaron
en una placa de 96 pozos, los cuales estaban recubiertos con anticuerpos antiraton 1gG y se
incubaron por 18 h a 4 °C. Después de la incubacion, la placa se lavé con el amortiguador y el
color fue revelado mediante la adicion de 200 pL de reactivo de Ellman, al cabo de 60 a 90
min en la oscuridad la cantidad de PGE; se calculd utilizando una curva estandar de PGE;.

6) Medicion de la expresion de la proteina ciclooxigenasa y oxido nitrico sintasa
inhibitoria (COX-2 e iINOS)

Las expresiones enzimaticas COX-2 e iNOS se determinaron mediante la técnica de
Western blot en lisados celulares. Las células tratadas se lavaron con DMEM frio y la
solucion amortiguadora de fosfato salina fria, a continuacion se traté con 200uL de solucion
amortiguadora Laemmli (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 35% glicerol, 0.01% azul de
bromofenol; BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA) con 5% de B-mercaptoetanol como
solucién de lisis. Los lisados celulares se hirvieron por 5 min y aproximadamente 25 ug de
proteina se cargaron en geles de 4-20% Tris-HCI (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA)
para la separacion de proteinas. Las proteinas separadas se transfirieron a una membranas de
nitrocelulosa y difloruro de polivinilideno (PVDF) y se bloquearon una solucion de leche en
polvo desgrasada al 5% y 0.1% de solucion amortiguadora salina Tris Tween 20 (TBST) por
1 h a4 °C. Después del bloqueo, la membrana se lavo con TBST 0.1% (5 veces, 5 min cada
uno) y se incubd con anticuerpos monoclonales de raton para COX-2 0 iNOS (1:1,000) a 4 °C
durante 16 h. La membrana se lavé nuevamente y se incubd con el anticuerpo secundario
conjugado antiraton IgG peroxidasa de rdbano por 3 h a temperatura ambiente. Después de la
incubacion y el lavado repetido, la expresion de COX-2 e iNOS se visualizé usando un
reactivo quimioluminiscente (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) segun las
instrucciones del fabricante. La foto de la membrana se tomé con una estacion Kodak Image
440 CF (Eastman Kodak Company, New Haven, CT, EUA).

7) Disefio y analisis estadistico

Los experimentos se repitieron al menos dos veces con resultados consistentes. A
menos que se indique lo contrario, los datos se expresan como media * desviacién estandar.
Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA de dos via, el software SAS version 4.2
(1999) se utilizd para realizar el andlisis estadistico. Las comparaciones entre tratamientos se
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realizaron con la prueba de separacion de medias LSD vy las diferencias se consideraron
significativas para valores de p < 0.05. La concentracién para inhibir 50% (1Csp) la produccién
de ON y PGE; y la expresion de COX-2 e iNOS se determind mediante regresion no lineal
(ajuste de curva) utilizando el Software GraphPad Prism version 4.0 (GaphPad software, San
Diego, CA, EUA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
A COMPOSICION PROXIMAL DE ZARZOMARAS

El Cuadro 13 muestra la composicion proximal de los seis genotipos de zarzamoras
silvestres, comerciales y mejoradas. EIl contenido de proteina vari6 de 6.3 a 7.8 mg/100 g bs,
se puede observar que los genotipos silvestres ZS-7 (7.8 mg/100 g bs) y ZS-11 (7.7 mg/100g
bs) tuvieron valores mayores (p < 0.05) que el resto de los materiales, seguidos de los
genotipos silvestre ZS-10 > “Tupy” > mejorada UM-601> silvestre ZS-3. Estos resultados
son similares a los reportados por Acosta-Montoya y col. (2010), quienes obtuvieron un
contenido de proteina de 5.9-7.0% en zarzamora comercial cultivadas en Costa Rica en tres
diferentes estados de maduracion.

Respecto al contenido de grasa, este vario de 2.7-5.7 mg/100 g bs en todos los
materiales de zarzamoras, los materiales silvestres ZS-10 (5.6 mg/100 bs) y ZS-11 (5.5
mg/100 bs) fueron los que presentaron los valores mayores (p < 0.05) seguidos de la
zarzamora comercial “Tupy” > mejorada UM-601> silvestre ZS-3 y silvestre ZS-7. En la
variedad comercial “Marion” de zarzamoras, se ha mostrado que la composicion de acidos
grasos comprende: 62.7% de acido linoleico (18:2), 15.1% de &cido oleico (18:1), 3.4% 4&cido
palmitico (16:0) y 3.4% de acido estearico (18:0) (Bushman y col., 2004).

En relacion al contenido de ceniza en los seis genotipos de zarzamora, se encontro una
variacion de 3.6 a 7.0 mg/100 g bs. La zarzamora silvestre ZS-3 (7.0 mg/100 g bs) presentd el
valor mayor (p < 0.05), mientras que la zarzamora mejorada UM-601 (3.6 mg/100 g bs) y
“Tupy” (3.7 mg/100 g bs) mostraron los valores menores (p< 0.05). Estos resultados
coinciden con reportes previos de diversos investigadores (Hassimoto y col., 2008; Acosta-
Montoya y col., 2010); quienes encontraron contenido de cenizas en un rango de 2.7 a 4.5
mg/100 g bs en zarzamoras comerciales cultivadas en Brasil y Costa Rica. En otras frutillas
como arandanos morados y rojos, frambuesas, fresas, grosellas rojas y moradas, el contenido
de cenizas reportados estan en un rango de 1 — 4 mg/100 g bs y estos frutos son considerados
fuente de potasio, calcio, magnesio y escasa cantidades de sodio (Kahlon y Smith, 2007;
Plessi y col., 2007). El contenido de carbohidratos totales en los materiales de zarzamora vario
entre 81.0 y 85.2 mg/100 g bs. Kahlon y Smith, (2007) reportaron en frutillas como
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colectados en México.

Cuadro 13. Anadlisis proximal de frutos de zarzamora silvestre, comercial y mejorada

Analisis proximal de zarzamoras (mg/100 g bs)

Genotipo Proteina Grasa Cenizas CHO

ZS-10 7.5+0.04° 5.6 +0.14° 5.8+0.72" 81.0 + 0.38"
ZS-7 7.8+0.53 2.7+0.17° 45 +0.84° 85.0 + 0.26°
ZS-11 7.7 +0.02° 5.5 + 0.41° 45 +0.62° 82.3+0.19°
ZS-3 6.3 + 0.24° 2.9 +0.22° 7.0 +0.31° 83.2 +0.05°
Tupy 7.1+0.21° 4.9+0.26° 3.7+ 0.10° 84.4 +0.12
Mejorado 7.3+0.46° 4.0 +0.05° 3.6 +0.48° 85.2 +0.07°

Medias por columnas, diferentes letras significa diferencia significativa (p < 0.05) entre los
materiales evaluados; ZS: se refiere a genotipo silvestre; comercial: variedad Tupy; Mejorado;
genotipo mejorado UM-601; CHO: contenido de carbohidratos totales.
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ardndanos, fresas y cerezas contenidos de carbohidratos totales de 84.9, 87.2 y 91.8%,
respectivamente. Asimismo, otros investigaciones han mostrado en frutos de zarzamoras
cultivadas en Brasil y EUA que sus azucares predominantes son: glucosa y fructuosa;
ademas, en algunas variedades de zarzamora se ha encontrado presencia de sacarosa y trazas
de sorbitol (Hassimoto y col., 2008; Fan-Chiang y Wrolstad, 2010).

B CARACTERIZACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS EN

ZARZAMORA
1 Separacion de compuestos polifenolicos en zarzamoras

El uso de solventes metandlicos acidificados (0.3% ATA) facilita la extraccion de polifenoles
en frutillas y previene la degradacion de antocianinas durante el proceso de extraccion,
purificacién y andlisis (Dugo y col., 2001; Grace y col., 2009). La resina Amberlite XAD-7 es
un polimero tipico utilizado para remover azlcares, sales, pectinas y otros de compuestos
fendlicos en extractos de productos naturales de plantas (Zhang y col., 2004; Grace y col.,
2009), mientras que con la resina Sephadex LH-20, con apropiadas mezclas de solventes, se
pueden separar mezclas de polifenoles como antocianinas y proantocianidinas, facilitando la
identificacion de polifenoles por HPLC. Kraemer-Schafhalter y col. (1998) evaluaron 16 tipos
de resinas y concluyeron que la resina Amberlite XAD-7 fue la mejor, utilizada para aislar
antocianinas de jugo de Aronia melanocarpa var Nero. Por otro lado, Zhang y col (2008)
reportaron que las antocianinas de frambuesas fueron aisladas a través de la resina Amberlite
XAD-7 y separadas de una mezcla de ellas a través de una columna empacada con la resina
Sephadex LH-20. En este estudio los dos pasos de separacion de polifenoles dieron como
resultado fracciones ricas en antocianinas y proantocianidinas, lo que facilito la
caracterizacion y cuantificacion de estos compuestos en las zarzamoras (Figura 9).

2 Anélisis de antocianinas presentes en zarzamoras

El analisis con HPLC en extractos crudos reveld que todos los genotipos de zarzamora
contenian una mezcla compleja caracteristica de polifenoles. Debido a que los extractos
crudos de zarzamora contienen principalmente antocianinas y proantocianidinas, y que
ambos fitoquimicos poseen absorcion a 280 nm en el espectro UV, se requirid de separaciones
con columnas cromatograficas empacadas con resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20

para el analisis de los compuestos polifendlicos que estaban presentes.
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En los extractos crudos de los materiales de zarzamora estudiados se presentaron
valores de contenido de antocianinas que variaron de 3.4 a 9.2 mg equivalentes de cianidina-
3-O-glucosido/g bs (Cuadro 14). En los espectros de HPLC se observd que el cultivar
silvestre ZS-10 exhibio el valor mayor de concentracidn de antocianinas (9.2 mg equivalentes
de cianidina-3-O-glucosido/g bs), seguido por la mejorada UM-601 (9.1 mg), ZS-11 (8.8 mg),
ZS-7 (8.7 mg), ZS-3 (6.6 mg), mientras que el cultivar comercial “Tupy” mostré menor
concentracion de antocianinas (3.4 mg equivalentes de cianidina-3-O-glucosido/g bs). De
acuerdo a los resultados anteriores se puede observar que la mayoria de los genotipos de
zarzamoras silvestres Mexicanas excepto ZS-3, presentan mas de dos veces el contenido de
antocianinas en comparacion con la variedad comercial “Tupy”. Hager y col (2008) reportaron
que el contenido de antocianinas (2.6 mg equivalentes de cianidina-3-glucosido/g bs) en
cultivares de zarzamora “Apache” fue similar al obtenido en la variedad comercial “Tupy”.
Otros investigadores encontraron contenidos de antocianinas en un rango de 7.9 a 18.1 mg
equivalentes de cianidina-3-O-glucosido/g bs en frutos de zarzamora comercial (Reyes-
Carmonay col., 2005; Puuponnen-Pimia y col., 2005).

Posteriormente al proceso de purificacion en la columna de cromatografia, empacada
con resina Amberlite XAD-7, de los extractos metandlicos obtenidos de los materiales de
zarzamora, se obtuvieron extractos con mezcla de compuestos polifenolicos, estos extractos
polifendlicos presentaron mayor concentracion de antocianinas, alrededor de 13 veces mayor
en promedio con respecto a los extractos crudos. Es interesante destacar que en todos los
genotipos de zarzamora silvestre se observaron concentraciones de antocianinas en los
extractos polifenolicos desde 0.65 a 2.6 veces mayores, comparados con el genotipo comercial
“Tupy” (Cuadro 14).

Con respecto a las fracciones (1-9), denominados extractos ricos en antocianinas de
zarzamora, obtenidas a través de la columna de cromatografia empacada con resina Sephadex
LH-20, se observo una tendencia general similar. La concentracion de antocianinas de los
extractos de zarzamora se incrementé alrededor de 4 veces en relacion a la contraparte en los
extractos ricos en polifenoles. De nuevo se observOo que el genotipo comercial “Tupy”
presentd la menor concentracion de antocianinas (49.2 mg equivalentes de cianidina-3-O-
glucdsido/g bs), mientras en los otros genotipos la concentracidn varié desde 362.5 a 494.9
mg equivalentes de cianidina-3-O-glucdsido/g bs (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Concentracién de antocianinas en diferentes extractos y fracciones de zarzamora

colectadas en México.

Concentracién antocianina
[mg equivalente cianidina 3-O glucdsido/g base seca (bs)]

Muestra/Genotipos ZS-10  ZS-7 ZS-11 ZS-3 Tupy® Mejorada®
Extracto crudo (EC) 9.2 8.7 8.8 6.6 3.4 9.1
Extracto rico en 131.7 114.3 89.5 59.6 36.2 132.7

polifenoles (EP)
Extractos rico en
antocianinas (ERA)®

Fraccion 1 273.0 836.4 91.3 70.3 16.1 117.2
Fraccion 2 55.5 52.1 52.3 535.5 219.6 248.2
Fraccion 3 300.7 138.9  270.6 513.0 53.1 712.0
Fraccion 4 418.1 119.3 602.3 358.2 28.6 762.2
Fraccion 5 678.1 765.4 5519 445.8 10.7 372.5
Fraccion 6 570.0 727.2 546.9 520.1 ND ND
Fraccion 7 55.1 507.7 541.8 639.1 ND 274.6
Fraccion 8 756.8  728.9  607.0 133.0 11.7 ND
Fraccion 9 155.1 577.9 1311 104.5 497 37.4
Promedio 362.5 494.9 377.2 368.8 49.2 631.3

2 ZS: Genotipos de zarzamora silvestre; ° Variedad comercial “Tupy”; ©Zarzamora mejorada
(Iinea UM-601); ?Fracciones separadas con columna de cromatografia Sephadex LH-20; ND:
No detectada.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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Asimismo, se encontr6 que algunas fracciones (3, 4, 5y 8) ricas en antocianinas
tuvieron en promedio concentraciones de alrededor de 750 mg equivalentes de cianidina-3-O-
glucdsido/g bs (75% de la fraccidn fue rica en antocianinas), lo cual facilito la identificacion y
caracterizacion de las mismas (Cuadro 14).

En el andlisis de cromatogramas de HPLC de las fracciones ricas en antocianinas
obtenidas a través de Sephadex LH-20, se observd la presencia principalmente de cuatro
antocianinas en los genotipos de zarzamora estudiados (Figura 10). Las cuatro principales
antocianinas identificadas fueron cianidina-3-O-glucésido, cianidina-3-O-rutinosido,
cianidina-3-O-arabindsido y cianidina-3-O-(6-O-malonil)-glucésido, el compuesto mas
abundante fue la cianidina-3-O-glucésido; este patron es consistente con reportes previos en
diversos cultivares de zarzamora (Siriwoharn y col., 2005; Seeran y col., 2006; Mertz y col.,
2007; Elisia y col., 2007; Acosta-Montoya y col., 2010). Ademas, se observaron perfiles
tipicos para zarzamora pero con distribuciones relativas diferentes para cada antocianina
individual. Asimismo, se observo que cada genotipo contiene un perfil Unico con diferentes
porcentajes relativos de cada antocianina individual. En el Cuadro 15 se muestra que la
antocianina cianidina-3-O-glucésido se encuentra en mayor porcentaje (79 %) en el material
silvestre ZS-10, mientras el menor porcentaje (34.6 %) correspondié para el material
comercial “Tupy”. Pero inesperadamente, en la antocianina cianidina-3-O-rutinosido, el
mayor porcentaje (26.7%) correspondié al genotipo comercial “Tupy” y el menor (6.1%) para
el genotipo silvestre ZS-10.

Los analisis realizados a través de HPLC y LC-MS de los compuestos principales se
caracterizaron de acuerdo a los valores de m/z, espectro caracteristico de absorcion UV y
tiempo de retencion (TR), comparado con estandares comerciales y datos publicados (Dugo y
col., 2001; Kammerer y col., 2005; Seeram y col., 2006; Mertz y col., 2007; Hager y col.,
2008; Kellogg y col., 2010; Schreckinger y col., 2010). La Figura 11 muestra el espectro
representativo de LC-ESI-MS de la fraccion 5 de extractos ricos en antocianinas del genotipo
silvestre ZS-11, fundamentado en los iones totales. Dicho espectro manifiesta que en la
mayoria de la fraccion se encontraban presentes antocianinas (Figura 11A) que mostraron
todos los iones de los compuestos presentes en la fraccion y la absorcion maxima de UV-VIS
a 520 nm (Figura 11B). Las antocianinas individuales fueron comprobadas sobre la base del
espectro LC-MS (Figura 11C), basado en la razon de carga/ion (m/z) y tiempo de retencion
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Figura 10. Cromatograma de HPLC de las principales antocianinas presentes en extractos de

zarzamoras cultivadas en México.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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Cuadro 15. Porcentaje de antocianinas individuales de extractos crudos de genotipos de

zarzamora
Antocianina® Genotipo de zarzamora®
ZS-10 ZS-7 ZS-11 ZS-3 Tupy Mejorada
1 79.2 77.0 77.3 79.4 34.6 71.1
2 6.1 6.2 5.7 9.1 26.7 194
3 5.8 10.2 5.7 115 17.7 9.4
4 9.0 6.6 11.3 ND 20.9 ND

Donde: antocianinas identificadas y su distribucion relativa (%) en genotipos de zarzamora
Mexicana. ®1: cianidina-3-O-glucésido; 2: cianidina-3-O-rutinésido; 3:cianidina-3-O-
arabinésido; 4: cianidina-3-O-(6-O-malonil) glucésido; °ZS: zarzamora silvestre, variedad
comercial “Tupy”, zarzamora mejorada (linea UM-601).

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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Donde: (A) cromatograma de LC-ESI-MS, muestra los iones totales presentes en la fraccion; (B) cromatograma de arreglo de
fotodiodos a una longitud de onda 520 nm, las antocianinas eluyeron antes de los 35 min como lo muestra la absorcion maxima
UV; (C) espectro de masas completa, ion positivo, m/z 200-1000; (1) aglicona de cianidina,; (2) cianidina-3-O-rutinosido; (3)

cianidina-3-0-glucosido; (4) cianidina-3-0-arabindsido ; (5) cianidina 3-O-(6-malonil)glucosido.

Figura 11. Espectro de LC-ESI-MS de antocianinas presentes en la fraccion 5 de extractos
ricos en antocianas del genotipo de zarzamora silvestre ZS-11.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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(TR). Donde la cianidina estuvo presente en forma de aglicona (m/z 287), asimismo los
glucésidos: cianidina-3-O-glucésido (m/z 449.02; TR, 19.98), cianidina-3-O-rutindsido (m/z
595.11; TR, 23.58), cianidina-3-O-arabinosido (m/z 419.02; TR, 28.10) y cianidina 3-O-(6-0O-
malonil) glucosido (m/z 535.06; TR, 29.3). La longitud de onda méxima de absorcion (Figura
11B, a 520 nm) mostr6 claramente que cianidina-3-O-glucésido eluyé a un tiempo de
retencion (TR) de 19.98 min, principal antocianina presente en las fracciones (1-9) de los
extractos ricos en antocianinas. Diversas investigaciones en frutos de zarzamora cultivados en
diferentes regiones del mundo, han mostrado que la principal antocianina presente es
cianidina-3-O-glucoésido (Stintzing y col., 2002; Wang y Mazza, 2002; Seeram y col., 2006;
Pergolay col., 2006; Dai y col., 2007; Mertz y col., 2007).

3 Analisis de proantocianidinas presentes en zarzamoras

Los analisis en HPLC y LC-MS durante las etapas de extraccion y fraccionamiento
revelaron que todos los genotipos de zarzamora estudiados presentan una mezcla compleja de
proantocianidinas (Figura 12). En las etapas iniciales de extraccion y fraccionamiento fue
imposible caracterizar la mezcla de antocianinas y proantocianidinas porque los extractos
presentaban mayor proporcion de antocianinas y debido a que ambos fitoquimicos presentan
absorcién a 280 y 520 nm. Cuando se realizo el analisis del cromatograma de UV a 280 nm,
se observd como las proantocianidinas fueron sobrepuestas con las antocianinas, razén
principal que no permitié estimar de manera precisa las proantocianidinas en los extractos de
zarzamora. Solamente después de la separacion a través de la columna de cromatografia
empacada con resina Sephadex-LH-20 y con el solvente acetona (70%) se logré obtener
fracciones (10-12) ricas en proantocianidinas de los materiales de zarzamora y esto permitio
caracterizar las proantocianidinas. En dichas fracciones (10-12) ricas en proantocianidinas se
estimaron las concentraciones de proantocianidinas como equivalentes de catequina y se
muestran a través del Cuadro 16.

El contenido promedio de proantocianidinas total en todas las fracciones de los
genotipos de zarzamora varié de 417.5 a 1,343.6 mg equivalentes de catequina/g bs, los
genotipos silvestre ZS-7 y mejorado UM-601 mostraron menor y mayor Vvalor,
respectivamente. Los genotipos silvestres ZS-3 (1213.7 mg/g) > ZS-10 (768.0 mg/g) > ZS-11
(733.3 mg/g) > comercial “Tupy” (579.2 mg equivalentes de catequina/g bs). Cabe mencionar
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Donde: (A) cromatograma de LC-ESI-MS donde se mlngtran los iones totales presentes en la fraccion; (B)
cromatograma de arreglo de fotodiodos a longitud de onda de 280 nm, las proantocianidinas eluyeron antes de los 30
min como lo muestra la absorcion maxima UV (C) espectro de masas completo, modo ion positivo, m/z 200-2000; (1)

monomeros (catequina o epicatequina); (2) dimeros; (3) trimeros; (4) tetrameros; (5) pentameros; (6) hexameros; (7)

elagitaninos.

Figura 12. Espectro de LC-ESI-MS de proantocianidinas presentes en la fraccion 11 de
extractos ricos en proantocinidinas del genotipo de zarzamora silvestre ZS-11.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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Cuadro 16. Concentracion de proantocianidinas en diferentes extractos y fracciones de

zarzamoras colectadas en México.

Concentracién proantocianidinas

Muestra/Genotipos [mg equivalente catequina/g base seca (bs)]

ZS-10° ZS-7  ZS-11  ZS-3 Tupy® Mejorada®
Extracto crudo (EC)  ND° ND ND ND ND ND
Extracto rico en ND ND ND ND ND ND

polifenoles (EP)
Extractos® rico en

proantocianidinas (EPA)

Fraccion 10 778.1 118.3 7499  1,203.2 510.2 1,323.4

Fraccion 11 758 716.7 716.7  1,224.2 919.8 1,363.8

Fraccion 12 ND ND ND ND 307.6 ND
Promedio 768.0 417.5 7333  1,213.7 579.2 1,343.6

2 Genotipos de zarzamora silvestre; ° Variedad comercial “Tupy”; ©Linea UM-601 zarzamora
cultivada no comercial; ° Fracciones separadas con columna de cromatografia Sephadex LH-
20; * ND = No detectada.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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que los cultivares de zarzamora silvestres tuvieron contenidos similares de antocianinas
(Cuadro 14), pero variaron significativamente en el contenido de proantocianidinas
acumuladas (Cuadro 16). Las zarzamoras silvestres ZS-3 y mejorado UM-601 mostraron, en
promedio, el doble del contenido de proantocianidinas que la zarzamora silvestre ZS-7, ZS-10,
ZS-11y comercial “Tupy”.

El espectro representativo de LC-ESI-MS y los iones totales de las fracciones 10-12
expresaron que las proantocianidinas constituyen la mayoria de polifenoles (Figura 12A)
presentes en estas fracciones, con una absorcion maxima en el espectro UV de 280 nm
(Figura 12B). En los espectros de masas LC-MS obtenidos en un rango de m/z entre 200 a
2000 (Figura 12C) se observaron la presencia de iones moleculares para monémeros de
proantocianidinas, los cuales incluyen catequina y/o epicatequina (m/z 291.02), dimeros de
catequina/epicatequina (m/z 579.00) y una serie de compuestos con alto grado de
polimerizacion, conteniendo trimeros (m/z 867.01), tetrameros (m/z 1155.00), pentdmeros
(m/z 1420.47) y hexédmeros (m/z 1736.92). Asimismo, fueron identificados una serie de
elagitaninos. Diversos estudios (Gu y col., 2004; Mullen y col., 2003; Mertz y col., 2007) han
mostrado que frutos de zarzamora y frambuesa contienen taninos hidrolizables (galotaninos y
elagitaninos). Los galotaninos son compuestos de &cido galico, mientras los elagitaninos son
polimeros de acido hexahidroxidifénico (HHDP), una forma dimérica de acido galico que
puede espontaneamente lactonizarse para formar acido eldgico. Los galotaninos, elagitaninos,
acido galico y elagico son esterificados a una o varias glucopiranosas para formar diversos
tipos de polimeros (Haslam, 1989).

La caracterizacion de los compuestos de elagitaninos en los genotipos de zarzamora
fue un reto debido a la complejidad de su estructura, diversidad y particula de tamafio grande.
Para la identificacion de los iones positivos predominantes se recurrio a un procedimiento
subsecuente de fragmentacion de MS/MS de las masas moleculares de los elagitaninos y
acidos elagicos conjugados en las muestras. Cada vez que fue viable, se utilizaron tiempos de
retencién y datos de la literatura para soportar la identificacion de los compuestos.

En los analisis de MS/MS fueron identificados diversos elagitaninos en las fracciones
de zarzamora obtenidas en los extractos ricos en proantocianidinas. Ademas de acido elagico
(m/z 303), se observaron elagitaninos que a continuacion se describen. Isdmeros de

pedunculagina con ién [M+H]" de m/z 801.56 y espectro de masas MS/MS mostrd un patron

92



de fragmentacion de m/z 766.01 (M -35, pérdida de dos moléculas de agua) y m/z 464.56 (M-
302, pérdida de una molécula de HHDP). Este compuesto podria estar relacionado con una
serie de compuestos que tienen adicion de moleculas de agua (Hager y col., 2008). Sanguiina
H-10, con i6n [M+H]" de m/z 1586.32 y patron de iones principales en MS/MS de m/z
1568.15 (M — 18, pérdida de una molécula de agua), m/z 1398.23 (M - 170, pérdida de una
unidad de galato), m/z 1079.41 (M- 319, pérdida de un grupo HHDP y una molécula de agua),
m/z 917.10 (M - 162, pérdida de un grupo glucosil), m/z 767.43 (M — 150, pérdida de un
grupo galoil), m/z 615.21 (M - 152, pérdida de un grupo galoil) y m/z 453.12 (M - 162,
pérdida de un grupo glucosil). Sobre la base del espectro de MS/MS y datos publicados
(Mullen y col., 2003) para frutos de frambuesa, este pico puede ser tentativamente reconocido
como Sanguiina H-10.

Nobotanina A/Malabatrina B con ion [M+H]'en MS de 1736.01 produjo fragmentos
en MS/MS de m/z 1720 (M — 169, pérdida de un grupo galato), m/z 1417.21 (M -302, pérdida
de un grupo HDDP), m/z 1085.22 (M -332, pérdida de un grupo glucosil y un grupo galoil) y
m/z 783 (M - 150, pérdida de un grupo galoil). Diversos investigadores (Yoshida y col, 1992;
Mullen y col., 2003) reportaron resultados similares en la caracterizacion de elagitaninos y
concluyeron que este compuesto puede ser Nobotanina A/Malabatrina B.

Sanguiina H-6/Lambertianina A con i6n [M+H]" a m/z 1888.85. El patron de
fragmentacion en MS/MS de Sanguiina H-6 incluyeron m/z 1869.85 (M — 18, pérdida de una
molécula de agua), m/z 1569.89 (M -301, pérdida de un grupo HHDP) y un m/z de 1230.56
(M — 339, pérdida de un grupo glucosil y un galoil). Los fragmentos restantes fueron m/z de
933.17 y 633. 45. Estos resultados concuerdan con los reportados previamente en frutos de
Rubus ideaus (Haddonck y col., 1982; Mullen y col., 2003). Isdbmeros de &cido elagico
mostraron iones [M+ M]" de m/z 479.22 y un patron de fragmentacion en MS/MS de m/z
303.45 (M - 160, pérdida de una hexosa), m/z 257.22 y m/z de 229.25, esta molécula se
identific tentativamente como é&cido eldgico con una molécula ligada de hexosa. Este
compuesto ha sido reportado previamente en jugo de granada (Punica granatum) (Gil y col.,
2000). Una fragmentacion por MS/MS sobre ién de m/z 301.00 mostré patron de m/z de
271.14 y 299.00, los cuales previamente se establecieron como iones de &cido elagico (Mullen
y col., 2003; Vrhovsek y col; 2006). Sobre la base de los datos espectrales y la literatura,
fueron observados iones con doble carga en las fracciones (10-12) de extractos ricos en
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proantocianidinas, contribuyendo a la complejidad en la identificacion de los elagitaninos en
los frutos de zarzamora (Mullen y col., 2003).

Recapitulando, para caracterizar los extractos de zarzamora fue necesario repetir las
etapas de fraccionamiento utilizando resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20. El uso de
HPLC-ESI-MS/MS facilito la identificacion y cuantificacion de los principales grupos de
polifenoles en los genotipos de zarzamora. Los resultados obtenidos indicaron que la
combinacion de las columnas cromatograficas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20 permitio
la purificacion de antocianinas, proantocianidinas y otros flavonoides en zarzamora silvestres
mexicanas y presenta una cuantificacion reproducible y confiable se puede validar como un
excelente método para la purificacion de estos compuestos.

4 Contenido de polifenoles totales en zarzamora

Los polifenoles son compuestos con uno 0 mas anillos aromaticos y uno 0 mas grupos
hidroxilo (Stoner y col., 2008). Recientemente se han considerado de especial importancia
debido a que podrian coadyuvar a disminuir problemas de inflamacién (Rossi y col., 2003).

El contenido de polifenoles totales derivado en los extractos de zarzamora colectadas
en México se muestra en el Cuadro 17. El contenido de polifenoles totales de extractos
crudos en zarzamora vario de 14.2 a 25.5 mg EAG/g bs, donde los genotipos de zarzamora
silvestres ZS-3 (25.5 mg EAG/ g bs) y ZS-11 (23.6 mg EAG/g bs) presentaron el mayor
contenido de polifenoles totales (p< 0.05) seguidos en orden descendente por los materiales
mejorado UM-601(22.4 mg EAG/g bs) > silvestre ZS-10 (19.2 mg EAG/g bs) > silvestre ZS-
7 (184 mg EAG/g bs) > comercial “Tupy” (14.2 mg EAG/g bs). Diversos investigadores
(Wang y col., 2000; Seeram y col., 2006; Dai y col., 2007; Pantelidis y col; 2007; Hassimoto y
col., 2008; Vasco y col., 2008) han estimado el contenido de compuestos fenolicos totales en
un rango de 12.1 a 23.5 mg equivalentes de AG/g bs en zarzamoras comerciales variedades
Choktaw, Thornless y Triple Crown. La variacion en contenido de polifenoles en frutillas
podria atribuirse al genotipo y exposicion de la planta a estrés biotico y abiotico, tales como:
temperatura, radiaciones solares, herbivoros e infecciones patogénicas (Kalt y col., 2001;
Puupponen-Pimid y col., 2005; Reyes-Carmona y col., 2005).

Posteriormente del procedimiento de purificacion a través de las resinas Amberlite
XAD-7 y Sephadex LH-20, que permitieron lograr extractos ricos en polifenoles, en

94



Cuadro 17. Contenido de polifenoles totales de extractos de zarzamoras silvestres,
comerciales y mejoradas colectadas en México.

Contenido de polifenoles totales
[mg equivalente acido galico (EAG)/g (bs)]
Genotipos Extractos de zarzamora
Crudo Polifenoles  Antocianinas Proantocianidinas
(EC) (EP) (ERA) (EPA)

Zs-10 192407 1343+27 3181+108° 49544321
zs-7 184+11° 18722109° 21144+81"  5656+16.6
7511 236+11"  927+18  2507+50 4549279
ZS-3 255+1.1° 95.7 +3.0° 237.8+6.2° 598.0 + 10.5°
Tupy 142404  111.8+45 5515497 521.7 +4.1°
Mejorada 224+02° 1036+1.7° 294.6+11.6° 526.3 + 19.4°

Medias por columnas, diferentes letras significa diferencia significativa (p < 0.05);
n =6; ZS: Genotipos de zarzamora silvestre; Variedad comercial “Tupy”; Linea UM-601
zarzamora mejorada; bs: base seca.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010a
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antocianinas y en proantocianidinas, el contenido de polifenoles totales de todos los extractos
se concentr6 desde un promedio de 20.5 mg EAG/g bs para extractos crudos hasta 120.9,
255.7 y 527.0 mg EAG/g bs en los extractos ricos en polifenoles, en antocianinas y en
proantocianidinas, respectivamente (Cuadro 17).

Dentro de los extractos ricos en polifenoles (Cuadro 17, EP), el contenido en
materiales de zarzamora estudiados varié de 92.7 a 187.2 mg EAG/g bs. La zarzamora
silvestre ZS-7 (187.2 EAG/g bs) presenté mayor contenido de polifenoles totales (p<0.05),
seguidas en orden descendente por los materiales silvestre ZS-10 (134.3 mg EAG/g bs) >
comercial “Tupy” (111.8 mg EAG/g bs) > mejorado UM-601(103.6 mg EAG/g bs) >
silvestre ZS-3 (92.7 mg EAG/g bs) y silvestre ZS-11 (95.7 mg EAG/g bs).

Con respecto a los extractos ricos en antocianinas (Cuadro 17, ERA), la zarzamora
silvestre ZS-10 (318.1 mg EAG/g bs) mostré la mayor (p < 0.05) concentracion de
polifenoles totales y las menores (p < 0.05) concentraciones fueron para extractos de
zarzamora silvestre ZS-7 (211.4 mg EAG/g bs) y comercial “Tupy” (221.5 mg EAG/g bs).
Asimismo, para extractos ricos en proantocianidinas se observo que el contenido de
polifenoles totales vario de 454.9 mg EAG/g bs para genotipo de zarzamora silvestre ZS-11 a
598.0 mg EAG/qg bs para genotipo silvestre ZS-3 (Cuadro 17). De acuerdo con las tendencias
de los datos obtenidos para el pardmetro de contenido de polifenoles, se observé que la
utilizacion de resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20 permitié la concentracion de
polifenoles en los extractos de zarzamoras colectas en México.

5 Capacidad antioxidante en zarzamora

Entre los métodos mas comunmente empleados para evaluar la capacidad antioxidante
total se encuentra el método ORAC que recurre a la fluoresceina como la molécula blanco
(Wu y col., 2004). La capacidad antioxidante de los extractos crudos, ricos en polifenoles
(EP), ricos en antocianinas (ERA) y ricos en proantocianidinas (ERP) es mostrada en el
Cuadro 18. La capacidad antioxidante de extractos crudos en los genotipos de zarzamora se
encontro de 169.9 a 361.9 umol ET/g bs. El genotipo de zarzamora silvestre ZS-3 tuvo la
mayor (p<0.05) capacidad antioxidante mientras que, en el genotipo comercial “Tupy” se
observo la menor capacidad antioxidante en este estudio. Los valores de ORAC obtenidos en
nuestros extractos crudos son similares a los rangos (139.1 a 432.4 umol ET/g bs) reportados
para otras variedades de zarzamoras comerciales cultivadas en diferentes regiones de EUA 'y
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Cuadro 18. Capacidad antioxidante (ORAC) de extractos de zarzamora silvestre, comercial y

mejorada colectada en México.

Capacidad antioxidante (ORAC)
(umol ET/g base seca (bs)

Genotipo
P Extractos de zarzamora
Crudo Polifenoles Antocianinas  Proantocianidinas
(EC) (EP) (ERA) (EPA)
ZS-lO d a a c
271.9+122 4,0385+714  5761.3+154.6 4,201.4 + 2.4
ZS-7 d c c e
2408 +12.2 2407.4+130.2 3562.3+2643  3512.4+50.6
d
7S-11 261.5+12.0 25248+652  23815+3462  43957+95
ZS-3 a c c d
361.9+7.7 2534+130.2 34308 +2251  3,926.1+188
b b b
Tupy™* 169.9+7.1 3367.7+122.6 52056+282.1  4.686.3+173.2
- b
Mejorada™* 2875+140 41987%926" 35193+1898"  5,161.93+6.6

Diferentes letras dentro de la columna indican diferencias estadisticas significativas (p <
0.05), n =4, ORAC: capacidad de atrapar radicales oxigeno, pmol ET: micromoles
equivalentes de Trolox; EC: extracto crudo, EP: extracto rico en polifenoles, ERA: extracto
rico en antocianinas, ERP: extracto rico en proantocianidinas, ZS = genotipos de zarzamoras
silvestres, *variedad comercial “Tupy”; ~ Mejorada = Linea de zarzamora mejorada UM-601.
Cuevas-Rodriguez y col., 2010b
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México (Reyes-Carmona y col., 2005; Acosta-Montoya y col., 2010). Sin embargo,
nuestros extractos presentan valores de ORAC mayores a los reportados por otros
investigadores (Hanger y Prior, 2008) de 56.7 a 97.2 umol ET/g bs en zarzamoras cultivadas
en el este de EUA.

La capacidad antioxidante de los extractos de zarzamora purificados (EP, ERA y ERP)
se incrementd (p< 0.05) significativamente, en comparacion con los extractos crudos
correspondientes (Cuadro 18). El procedimiento de purificacion permitié concentrar los
polifenoles, lo que di6 lugar a un incremento significativo en la capacidad antioxidante de los
extractos concentrados. Los extractos ricos en polifenoles de los genotipos de zarzamora
mostraron valores de ORAC entre 8.3 a 19.8 veces mayor que los encontrados en los extractos
crudos.

La capacidad antioxidante de los extractos ricos en polifenoles de zarzamora vario de
2,407.4 a 4,158.7 umol ET/g bs, siendo los materiales de zarzamora mejorada UM-601 y
silvestre ZS-10 quienes tuvieron los valores de ORAC mas altos (p < 0.05). Mientras que,
actividad antioxidante de extractos de zarzamora ricos en antocianinas fue de 9.1 a 60.6 veces
superior a los extractos crudos, el extracto de zarzamora silvestre ZS-10 mostré mayor (p <
0.05) capacidad antioxidante comparado con todos los otros materiales. La misma tendencia
se observo en extractos de zarzamora rica en proantocianidinas, mostrando capacidades
antioxidante entre 10.8 a 27.6 veces superior a la de los extractos crudos correspondientes. La
capacidad antioxidante en extractos de zarzamora ricos en proantocianidinas vario de 3,512.4
a 5,161.9 umol ET/g bs, el extracto de zarzamora mejorada UM-601 fue el que tuvo mayor
(p<0.05) capacidad antioxidante entre las zarzamoras evaluadas.

Es interesante observar que las concentraciones de polifenoles totales en los extractos
de zarzamora purificados fueron aproximadamente de 6.2, 12.8 y 26.6 veces mayor que el
extracto de zarzamora crudo, respectivamente (Cuadro 18). La capacidad antioxidante
(valores ORAC) de extractos de zarzamora (ricos en polifenoles, antocianinas y
proantocianidinas) de la mayoria de los genotipos fue comparable. Esto se puede deber a la
presencia de otros compuestos fenolicos en los extractos y las proporciones de compuestos
gue son antioxidantes activos que pueden tener actividad antioxidante aditiva o sinérgica con
antocianinas y proantocianinas (Prior y Gu, 2005). La capacidad antioxidante varia de manera
significativa entre los diferentes cultivares de frutillas, y ésta, se ha correlacionado con el
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contenido de compuestos fendlicos (Pantelidis y col., 2007). Los compuestos fendlicos mas
comunes en frutillas son: antocianinas, acidos fendlicos, proantocianidinas, elagitaninos,
vitamina C que en conjunto son los principales responsables de la capacidad antioxidante
(Prior y col., 1998; Ehlenfeldt y Prior, 2001; Seeram y col., 2006; Pantelidis y col., 2007;
Stoner y col., 2008; Vasco y col., 2009; Acosta-Montoya y col., 2010; Schreckinger y col.,
2010). El presente estudio nos permite indicar que las zarzamoras cultivadas en México son
una fuente rica en compuestos fenolicos y antioxidantes, sugiriendo el uso potencial de estos
frutos como un aditivo alimenticio.

C BIOACTIVIDAD DE EXTRACTOS DE ZARZAMORA

1 Efecto de extractos de zarzamora sobre la actividad antimutagénica.

El ensayo antimutagenico de Ames es una prueba de tiempo corto y se utiliza para
determinar el efecto mutagénico o antimutagénico de un compuesto y para explicar el
mecanismo de accion de compuestos potencialmente toxicos. El sistema de reversion
Salmonella typhimurium (his), es un ensayo microbiolégico que mide la reversion de
histidina- a histidina+ inducida por agentes quimicos (mutagenos). El sistema induce cambios
de pares de bases o del marco de lectura en el genoma del microorganismo y las cepas pueden
crecer en un medio de cultivo carente de histidina.

La actividad mutdgenica de los extractos de zarzamora se evalué contra cambios de
pares de bases o corrimiento del marco de lectura de Salmonella typhimorium sin activacion
metabolica (Cuadro 19). EI numero de colonias revertantes en el control negativo vario de
28.5 a 37.7 para todos los extractos de los genotipos de zarzamora evaluados en este estudio.
No se observaron diferencias significativas entre el control negativo y las células tratadas con
extractos de zarzamora (en todos los genotipos), lo que indicoé que dichos extractos no fueron
mutagénicos contra la cepa del ensayo a una concentracion de 10uM en ausencia de
activacion metabdlica. Estos resultados permitieron mostrar que los extractos obtenidos a
través del proceso de purificacion con las resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20 de los
genotipos de zarzamora no causaron genotoxicidad in vitro en Salmonella typhimorium.

El efecto de la actividad antimutagénica de los extractos ricos en polifenoles, ricos en
antocianinas y ricos en proantocianidinas de los genotipos de zarzamora colectadas en México

se muestran en la Figura 13. Como se puede observar los extractos de zarzamora (EP, ERA 'y
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Cuadro 19. Toxicidad/mutagenicidad de extractos de polifenoles de zarzamoras silvestres,

comercial y mejorada cultivadas en México.

Mutagenicidad de extractos de zarzamora

Genotipo EP ERA ERP

No. No. No.
revertantes Ml  Revertantes Ml revertantes MI
ZS-3 3157 0.9 3357 1.0 322+3 0.9
ZS-7 3367 1.0 34.7+3 1.0 3235 0.9
ZS-10 328+6 0.9 37.7+£5 1.1 3084 0.9
ZS-11 3205 0.9 3358 1.0 31.0+2 0.9
Tupy 3285 1.0 33.8+4 1.0 285+3 0.8
Mejorado 30.8+6 0.9 34.7+2 1.0 3237 0.9

Los valores son expresados como No. revertantes espontaneas/ placa, media + SD n = 2. El
numero de revertantes espontaneas en el control negativo fue de 33.83 + 7.70. MI: indice
mutagénico. ZS = genotipos de zarzamoras silvestres, comercial: variedad comercial “Tupy”,
mejorada: Linea de zarzamora mejorada UM-601. EP: extracto rico en polifenoles, ERA:
extracto rico en antocianinas, ERP: extracto rico en proantocianidinas.
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EPA) inhiben la mutagenicidad inducida por el mutidgeno 1-nitropireno en la cepa de
Salmonella typhimorium YG1024, esta mutagenicidad varié desde una inhibicion moderada
(positiva) a fuerte, dependiendo del tipo de extracto. Un efecto inhibitorio fuerte se mostro en
los extractos de zarzamora ricos en proantocianidinas, seguido por una inhibicion moderada
de extractos de zarzamora ricos en polifenoles y ricos en antocianinas de acuerdo a la escala
reportada por Wall y col (1998).

La actividad antimutagénica de los genotipos de zarzamora de extractos ricos en
polifenoles estuvieron en un rango de 51 a 64%, los genotipos de zarzamora comercial “Tupy”
y mejorado UM-601 mostraron mayor (p<0.05) actividad antimutagénica. Mientras que en
extractos ricos en antocianinas el efecto antimutagénico vario de 41 a 59%, mostrando la
mayor (p< 0.05) actividad atimutagénica para el extracto del genotipo de zarzamora silvestre
ZS-3. Con respecto a los extractos ricos en proantocianidinas la actividad antimutagénica se
presentd en un rango de 66 a 76%, donde el extracto rico en proantocianidinas de zarzamora
mejorada UM-601 mostrd la mayor (p<0.05) actividad, seguido de zarzamora comercial
“Tupy” y silvestre ZS-7.

Los nitroarenos como 2-nitrofluoreno, 1-8 dinitropireno y 1-nitropireno son potentes
mutagenos presentes en diesel, emisiones de gasolina, particulas de ceniza, humo de cigarro
condensado, emisiones de calentadores caseros y la atmosfera urbana. Se ha establecido que
este tipo de compuestos inducen la produccién de especies reactivas de oxigeno en sistemas
bioldgicos, los cuales son capaces de oxidar biomoléculas como &cidos nucleicos, proteinas,
lipidos y carbohidratos (Sing y col., 2009); estas oxidaciones juegan un papel muy
significativo en el desarrollo de enfermedades como céancer, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neorudegenerativas, entre otras (Kuroda y Hara, 1999; Dai y col., 2007; Pan y
col., 2008; Fernadndez-Panchén y col., 2008; Sing y col., 2009). La actividad antimutagénica
se ha asociado con el contenido de compuestos polifendlicos como &cido p-cumarico, acido
galico, ferdlico, cafeico, siringico, vanilico, gentisico, saponinas, antocianinas y taninos
presentes en alimentos (Belicova y col., 2001; Smith y col., 2004; Birosova y col., 2005). En
estudios in vivo Stoner y col., (1995) indicaron que el acido elagico es uno de los compuestos
fenolicos presentes en frutillas y que este compuesto es activo en carcinomas de eséfago. En
un extracto rico en taninos hidrolizables de fresa se report6 una inhibicion de la

mutagenicidad del 65% en una cepa de Salmonella thypimorium TA100 (Smith y col., 2004).
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Los datos son consistentes con diversos reportes donde muestran que los elagitaninos pueden
ser inhibidores efectivos de tumores en las etapas de iniciacién y promocién de diversos tipos
de canceres humanos (Barch y col 1996; Smith y col., 2004).

Por otro lado, en extractos ricos en antocianinas de variedades comerciales de fresa y
ardndanos se inhibio la mutagenicidad inducida por MMS (metil-metanosulfonato) 83, 24 y
43%, respectivamente a una concentracion de mutageno:extracto de 1:12. Asimismo, otro
estudio de extractos ricos en antocianinas de arandanos inhibieron la mutagenicidad 49 y 48%
inducida por benzo[a]pireno en la cepa Salmonella typhimorium TA100 a una concentracion
de mutégeno:extracto de 1:27 (Smith y col., 2004).

Los extractos ricos en proantocianidinas en la presente investigacion mostraron la
mayor efectividad inhibiendo las mutaciones inducidas con 1-nitropireno. Estos resultados
indican que los compuestos fenolicos presentes en los diferentes extractos de zarzamora
pueden revertir efectivamente mutaciones inducidas por el mutagéno 1-nitropireno en cepas
de Salmonella typhimorium YG1024 y la presencia de antocianinas, proantocianidinas y las
mezclas de ellos, podria explicar el efecto antimutagénico.

2. Efecto antiinflamario de extractos de zarzamora colectadas en México
a Viabilidad celular de macrofagos RAW 264.7

Los extractos de zarzamora, a una concentracion de 100 uM equivalentes de cianidina-
3-glucosido y catequina, no afectaron la viabilidad de los macréfagos de la linea celular RAW
264.7, debido a que el porcentaje de viabilidad fue semejante al control negativo (solucion
amortiguadora de fosfatos). Datos no mostrados. Por lo tanto, los efectos inhibitorios no
fueron atribuidos a la citotoxicidad.

b Efecto de extractos polifendlicos de zarzamora sobre la produccién de ON y
expresion de iINOS

El éxido nitrico es un radical libre implicado en carcinogénesis, obesidad, diabetes,
entre otras enfermedades. Es un radical de corta vida (6-9 segundos) sintetizado a partir de L-
arginina (Mantovani y col., 2008; Reuter y col., 2010) por la enzima 0xido nitrico sintasa
(NOS). Existen tres isoformas de NOS, las isoformas constitutivas neuronal (nNOS) y
endotelial (eNOS) que producen cantidades pequefias de 6xido nitrico, el cual actiia como un
neurotrasmisor y vasodilatador, respectivamente (Wu y Meininger, 2002; Kolb-Bachofen y
col., 2006; Reuter y col., 2010). Sin embargo, la isoforma inducible (iNOS) produce
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concentraciones mucho mas elevadas de &xido nitrico, el cual puede producir especies
reactivas de nitrogeno. iNOS enzima que solamente es expresada durante la inflamacion y
puede ser inducida por citosinas como inerferon-y, IL-1 y lipopolisacéaridos (LPS) (Xie y col.,
1994; Sharmay col., 2007).

Algunos compuestos flavonoides y otros polifendlicos han mostrado que tienen un
efecto sobre la sintesis de Oxido nitrico y la expresion de iNOS (Chen y col., 2001). Por lo
tanto, evaluamos los efectos de extractos de zarzamora sobre la sintesis de ON y la expresion
de la proteina iINOS en macrdfagos, estimulados con LPS. Diversos extractos de zarzamora
(EP, ERA'Yy ERP) (Figura 14A, 15A y 16A) inhibieron la produccion de ON hasta 22% a
concentraciones de 0.5y 5 uM. A concentraciones de 50 uM, la inhibicién de ese marcador
proinflamatorio para todos los extractos de zarzamora se increment6 significativamente (p<
0.05) comparada con los macréfagos estimulados con LPS (control positivo).

En la Figura 14A se observa que los extractos ricos en polifenoles a concentraciones
de 0.5, 5y 50 uM inhibieron la produccion de ON en un rango de -13.9 a 71.8%, los extractos
de zarzamora ZS-10 a concentraciones de 0.5 y 50 uM (equivalentes de cianidina-3-O-
glucdsido) mostraron la menor y mayor inhibicion de ON. La concentracién inhibitoria (ICsp)
de extracto rico en polifenoles sobre la produccion de ON fue de 17.5 a 39.9 uM, el extracto
de la zarzamora comercial “Tupy” mostré el menor ICs, (Cuadro 20). Mientras tanto, la
inhibicion de la expresién de iINOS por los extractos ricos en polifenoles de zarzamora
mostraron un rango de inhibicion de la expresion de iINOS de 4.8 a 81.4% (Figura 14 B), con
un ICsp de 15.9 uM para el extracto de la zarzamora comercial “Tupy” y de 28.3 uM para el
extracto ZS-3 (Cuadro 20). El extracto rico en polifenoles de la zarzamora mejorada tuvo el
menor 1Cs sobre la inhibicion de iNOS.

Para los extractos ricos en antocianinas de los diferentes genotipos se encontrd una
inhibicién de ON de 7.2 a 92.0% (Figura 15 A), el extracto de la zarzamora mejorada UM-
601 (0.5 uM) mostrd la menor inhibicion de ON vy el extracto de la zarzamora ZS-3(50 uM)
el mayor porcentaje de inhibicion en los macrofagos estimulados con LPS. El indice de
concentracion inhibitoria (1Csp) de estos extractos fue de 16.1 a 25.5 uM equivalentes de
cianidina-3-O-glucotsido, el extracto de la zarzamora silvestre ZS-10 fue la que mostro el
menor 1Cso (Cuadro 20) sobre la inhibicion de produccion de ON. Para la inhibicion de la

expresion de la enzima iNOS, los extractos ricos en antocianinas mostraron un porcentaje de
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(B) en macrofagos RAW 264.7 de extractos de zarzamora ricos en polifenoles.
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Cuadro 20. Concentracion inhibitoria de respuestas proinflamatorias (1Cso) para extractos de zarzamoras silvestres, mejorada y

comercial cultivada en México.

1Cso [UM equivalente C3G (EP y ERA) o equivalente catequina (ERP)]
Muestra Extractos ricos en polifenoles Extractos Ricos en Extractos ricos en
(EP) antocianinas (ERA) proantocianidinas (ERP)
ON INOS  COX-2 ON INOS  COX-2 ON INOS COX-2

ZS-10 28.8 21.8 25.0 16.1 36.3 323 19.0 8.3 45.7
ZS-7 28.2 24.5 19.1 275 38.9 >50 33.1 >50 >50
ZS-11 30.9 28.2 22.0 24.7 > 50 >50 29.5 >50 >50
ZS-3 39.9 28.3 35.0 22.3 > 50 >50 21.4 >50 >50
Tupy 175 19.0 20.0 17.8 10.6 22,5 20.9 48.9 28.9
Mejorada 26.7 15.9 19.3 19.8 24.5 28.6 15.1 25.1 34.6

ICso: Concentracion (uM) que muestra el 50% de reduccion/expresion de respuestas proinflamatorias, n=4. ON= oxido nitrico;
INOS= 6xido nitrico sintasa inducible; COX-2= ciclooxigenasa-2; Comercial: Variedad Tupy; Mejorada: UM-601 ZS: se
refiere a los genotipos silvestres. La concentracion de polifenoles en extractos crudos (EC) fue muy baja y no se observaron
efectos para los ensayos incluidos.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010b
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inhibicion de la expresion de la proteina de -8.5 a 76.9% (Figura 15 B). La menor
inhibicidn de la expresion de iNOS a concentracion de 50 uM fue para el extracto de la
zarzamora ZS-7, seguido en orden ascendente por ZS-11, comercial “Tupy”, ZS-10,
cultivada UM-601 y ZS-3. Para estos extractos la menor concentracién inhibitoria (I1Cs)
calculada fue para el extracto de la zarzamora comercial “Tupy” (10.6 pM) mientras que el
ICso de los extractos ZS-11 y ZS-3 fue mayor de 50 uM (Cuadro 20). La inhibicion de la
produccion de ON en los macréfagos podria ser explicado por la interferencia de cianidina-
3-O-glucdsido con la via de sefializacion de la inflamacion, debido a la capacidad de
atrapamiento de especies reactivas de oxigeno que tiene esta antocianina (Hori y col.,
2001).

Con respecto a los extractos ricos en proantocianidinas, los porcentaje de inhibicion
de ON a concentraciones de 0.5, 5y 50 uM variaron de -13.9 a 90.6%, los extractos de las
zarzamoras ZS-7 y ZS-10 fueron las que presentaron menor y mayor porcentaje de
inhibicion a 0.5 y 50 uM, respectivamente (Figura 16A). Los valores de ICs, fueron desde
15.1 uM equivalentes de catequina para la zarzamora mejorada UM-601 a 33.1 uM para la
zarzamora ZS-7 (Cuadro 20). Para el proceso de inhibicion de la expresion de iNOS de
estos extractos, los rangos variaron de -5.5 a 79.3% (Figura 16B) en las concentraciones
probadas, los extractos de las zarzamoras ZS-7 y mejorada UM-601 mostraron el menor y
mayor porcentaje de inhibicion de expresion de INOS, respectivamente. Ademas, se
encontro que el menor valor de ICsy fue de 8.3 uM para el extracto ZS-10 (Cuadro 20),
mientras que los extractos ZS-7, ZS-11 y ZS-3 obtuvieron valores de 1Cs; mayores de 50
uM equivalentes de catequina.

La expresion de iNOS puede producir mas de 1000 veces ON, molécula de
sefializacion que juega un papel clave en la patogénesis de la inflamacién y es considerada
como mediador proinflamatorio cuando hay una sobreproduccién en situaciones anormales
(Awargal., 2009; Dia y col., 2009; Yoon y col., 2005). Pergola y col. (2006) reportaron que
al menos una parte de la actividad antiinflamatoria de extractos ricos en antocianinas de
zarzamora se debid a la inhibicion de produccién de ON llevada a cabo por cianidina-3-O-
glucdsido ya que fue el principal polifenol presente en los extractos de zarzamoras. Debido
a que iNOS es una enzima responsable de la sobreproduccién de ON durante la inflamacién
(Agarwal y col., 2009; Diay col., 2009; Garcia-Lafuente y col., 2009; Wang y col., 2002),
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los compuestos que son capaces de disminuir la produccién de ON sin afectar las
isoformas eNOS o nNOS (isoformas de la enzima NOS) podrian ser deseables como
agentes antiinflamatorios (Garcia-Lafuente y col., 2009).

1) Correlacion de capacidad antioxidante y porcentaje (%) de inhibicion de 6xido
nitrico

La capacidad antioxidante y la inhibicion de la produccion de ON fueron
correlacionadas significativamente para algunos de los extractos ricos en polifenoles
(Cuadro 21), lo que indica que varias clases de compuestos fendlicos de extractos de
zarzamora presentan la capacidad de atrapar radicales peroxilo y radicales anién
superdxido. Los valores de ORAC en extractos ricos en antocianinas (ERA) fueron
altamente correlacionados con la produccion ON, por ejemplo, zarzamora silvestre ZS-11
(R? = 0.91), comercial “Tupy” (R®> = 0.91) y mejorada UM-601 (R? = 0.96). Para los
extractos ricos en proantocianinidas una alta correlacion solamente se observo para tres
genotipos, ZS-3 (R® = 0.96), comercial “Tupy” (R®> = 0.86) y mejorada UM 601 (R? =
0.96).

Cuando los flavonoides son utilizados como antioxidantes, las especies reactivas de
oxigeno son atrapados y por lo tanto ya no pueden reaccionar con el ON, dando como
resultado un menor dafio celular. Ademas, las moléculas de ON pueden ser vistas como un
radical, las cuales, se han reportado que podrian ser atrapadas directamente por flavonoides
(Pergola y col., 2006). Wang y Mazza (2002) reportaron una correlacion significativa entre
la inhibicién de ON con el contenido de categorias individuales de compuestos fendlicos
presentes en frutillas.

c Efecto de extractos polifendlicos de zarzamora sobre la produccion de PGE; y
expresion de COX-2

Las ciclooxigenasas (COX) son enzimas que producen prostaglandinas (PGE;) y
tromboxanos a partir del metabolismo del 4&cido araquidonico en muchas células
(Rodriguez-Tellez y col., 2001). La ciclooxigenasa existe en dos isoformas COX-1y COX-
2. COX-1, es una enzima constitutiva existente en casi todo tipo de célula, mientras que
COX-2 es una enzima inducible que produce grandes cantidades de prostaglandinas y es
altamente expresada en células relacionadas con la inflamacion cuando estas son

estimuladas por citosinas proinflamatorias y/o lipopolisacaridos bacterianos (Garcia-
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Cuadro 21. Anélisis de coeficiente de correlacion (R?) de la capacidad antioxidante e (%)

inhibicidn de oxido nitrico para diferentes extractos de zarzamora silvestre, comercial y

mejorada cultivada en México, a una concentracion de 50 pM.

Capacidad antioxidante/ Inhibicion de ON

EP ERA ERP
ZS-10 0.826" 0.658 0.287
ZS-7 0.812" 0.848 0.466
Zs-11 0.578 0.918" 0.778
ZS-3 0.823" 0.410 0.966"
Comercial 0.996" 0.918" 0.865
Mejorada 0.941" 0.960" 0.966"

Dentro de una columna, valores de R con * y ** son significativos a p < 0.05 y p < 0.01,
respectivamente. EP: extracto rico en polifenoles (extracto post-Amberlite); ERA: extracto
rico en antocianinas; ERP: extracto rico en proantocianidinas; ZS: se refiere a los genotipos
silvestres; Comercial: variedad “Tupy”, Mejorada: UM-601.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010b
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Lafuente y col., 2009). Algunos flavonoides como: luteolina, morina, galangina fueron los
primeros flavonoides que se describieron como inhibidores de COX (Bauman y col., 1980).
Los efectos de extractos de zarzamora a diferentes concentraciones (0.5, 5y 50 uM) sobre
la inhibicion de la expresion de COX-2, en macrofagos RAW 264.7 inducida por LPS son
mostrados en la Figura 17 y 18. Para los extractos ricos en polifenoles a concentraciones
0.5 y 5uM, la inhibicion de la expresion de la proteina COX-2 varié de 2.61 a 50.9 %
(Figura 17 A). Los macrofagos tratados con extractos de zarzamora ricos en polifenoles
con una concentracion 50uM del extracto mostraron incrementos significativos (p < 0.05)
en la inhibicion de expresion de COX-2 (Figura 17 B), donde la inhibicién de la proteina
COX-2 fue de 49.8 a 75.6%. EL extracto de zarzamora comercial y ZS-10 mostraron
mayor y menor inhibicion de la expresién de COX-2, respectivamente (Figura 17A). El
extracto del cultivar silvestre ZS-7 mostrd la menor concentracion inhibitoria contra COX-
2 con un ICsp = 19.1 uM equivalentes de cianidina-3-O-glucésido (Cuadro 20), seguido de
la zarzamora mejorada UM-601 (ICso = 19.3 uM equivalentes de cianidina-3-O-glucosido),
comercial (20.0 uM) mientras que los demés cultivares obtuvieron un ICsy mayor de 22 uM
(Cuadro 20).

Dentro de los extractos ricos en antocianinas a concentracion 50 uM, la inhibicion
de COX-2 fue de 33.1 a 60.8 % (Figura 17 B), siendo extracto de zarzamora ZS-10 quien
llevd a cabo la mayor inhibicidn de la expresion de COX-2. El indice de concentracion
inhibitoria para los extractos ricos en antocianinas estuvo en un rango de 22.5 a <50 uM, la
zarzamora mejorada fue quien presento menor 1Csy mientras que los genotipos ZS-7, ZS-11
y ZS-3 tuvieron I1Csy mayores de 50 uM (Cuadro 20).

En los extractos ricos en proantocianinas a concentraciones de 0.5y 5 uM el
porcentaje de inhibicion de la expresién de COX-2 estuvo en un rango de 7.1 a 39.9%, sin
embargo a 50 uM, la expresion de la proteina varié de 44.6 % a 71.7 % (Figura 18). La
concentracion inhibitoria de estos extractos se encontr6 en un rango de 28.9 a >50 uM. El
extracto rico en proantocianidinas de la zarzamora comercial “Tupy” presentd menor 1Csy
(Cuadro 20). Estudios previos han mostrado que las antocianinas tienen un efecto
inhibitorio sobre COX 1y COX-2. La aglicona cianidina tiene un efecto superior sobre la
actividad de COX-1 y COX-2 comparada con las antocianinas cianidina-3-

glucosilrutindsdio y cianidina-3-rutindsido. Ademas, se ha mostrado que el estandar de
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Figura 17. % de inhibicién de la expresion de COX-2 en macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS de extractos de zarzamora ricos en polifenoles (A) y ricos
antocianinas (B).
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Figura 18. % de inhibicion de la expresion de COX-2 en macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS de extractos de zarzamora ricos en proantocianidinas.

Cuevas-Rodriguez y col., 2010b
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cianidina es mas activo sobre la inhibicion de COX-1 y COX2 cuando es comparado con
malvidina, peonidina, pelargonidina y delfinidina (Wang y col., 1999; Seeramy col., 2001;
Seeram y col., 2003).

Los efectos de los extractos de zarzamora a una concentracion de 50 uM sobre la
inhibicion de produccion de prostaglandinas (PGEy en macrofagos RAW 264.7 inducida
por LPS se muestran en la Figura 19. Para los extractos de zarzamora ricos en polifenoles,
la inhibicion de produccion de PGE, varié de 28.0 a 51.6%. Los extractos ricos en
antocianinas de zarzamora mejorada UM-601, comercial “Tupy” y silvestre ZS-10
mostraron mayor inhibicion de produccion de PGE, comparados con los demas extractos
(ZS-3, ZS-7, ZS-11, extractos ricos en polifenoles y proantocianidinas) de zarzamora. Los
extractos ricos en proantocianidinas fueron los que presentaron la menor inhibicion de
produccion de prostaglandinas sobre los macréfagos (Figura 19). Diversas evidencias
sugieren una asociacion entre cancer y COX-2 ya que, las prostaglandinas son mediadores
de la inflamacion y la presencia de inflamaciones cronicas predisponen a carcinogénesis
(Marnett y Dubois, 2002). Estos hallazgos han mostrado un marcado incremento de COX-2
durante los procesos de inflamacion (Lauritsen y col., 1989; Seril y col., 2003; Agarwal y
col., 2009). Las isoenzimas COX estan involucradas en el control de las reacciones de
inflamacion y catalizan la conversion del &cido araquidénico a PGH2 (precursor de
prostaglandinas) (Seeram y col., 2003). COX-1 es una enzima constitutiva y COX-2 es
altamente inducible por estimulos inflamatorios, la inhibicion de COX-1 puede dar como
resultado la presencia de ulceras gastricas, asi que, se ha incrementado la demanda de
compuestos que inhiban selectivamente COX-2 con pocos efectos secundarios (Hori y col.,
2001). Las antocianinas y proantocianidinas estan implicadas con beneficios a la salud,
estudios previos han mostrado que ejercen actividad antioxidante y antiinflamatorio in
vitro, comparables a medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (Wang y col., 1999;
Seeram y col., 2003; Mantovani y col., 2008). Las fracciones ricas en polifenoles de los
genotipos silvestre ZS-7 y mejorado UM-601 fueron los inhibidores mas potentes en la
expresion de COX-2. Los resultados en este estudio muestran la capacidad de los
diferentes extractos de polifenoles de zarzamora para inhibir las respuestas proinflamatorias

en macrofagos (RAW 264.7) inducido por LPS, sugiriendo que estos compuestos de
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zarzamora podrian ser utilizados para investigaciones posteriores por su potencial beneficio

a la salud.
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VIl. CONCLUSIONES

& Los resultados obtenidos en el presente estudio permitieron validar la
metodologia utilizada. En una primera etapa se logré el aislamiento y separacion
eficaz de polifenoles utilizando la tecnologia de adsorcion (columnas de fase solida,
resinas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20).

# Se logré la semipurificacion de antocianinas, proantocianidinas y otros
flavonoides de zarzamoras con la combinacion de HPLC, LC-ESI-MS y MS/MS,
técnicas que coadyuvaron a la separacion, caracterizacion y cuantificacion
reproducible y confiable de los polifenoles presentes en las zarzamoras silvestres
colectadas en México.

# Despues de la purificacion con Amberlite, las antocianinas se concentraron en
promedio 12 veces en los extractos ricos en polifenoles con respecto a los extractos
crudos.

# Despues del proceso de separacion con la resina Sephadex en los extractos ricos
en antocianinas, estos compuestos procedentes de los materiales silvestres se
concentraron entre 7.4 a 10.1 veces méas, comparadas con el extracto del material
comercial “Tupy”.

& Algunas de las fracciones (3,4, 5 y 8) ricas en antocianinas tuvieron
concentraciones iguales y/o mayores de 750 mg equivalentes de cianidina-3-O-
glucésido/g bs (75% de la fraccion fue de antocianinas), lo que facilitd la
identificacion y caracterizacion de las antocianinas.

& El analisis de HPLC y LC-MS/MS revela la presencia de cuatro principales
antocianinas identificadas en los genotipos de zarzamora: cianidina-3-O-glucoésido,
cianidina-3-O-rutindsido, cianidina-3-O-arabinosido y cianidina-3-O-(6-O-malonil)-
glucésido; cianidina-3-O-glucosido fue el compuesto méas abundante.

% El contenido promedio de proantocianidinas en las fracciones 10-12 de todos los
genotipos de zarzamora silvestre varid entre 579.2 a 1,343.5 mg equivalentes de

catequina/g bs.
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# Las zarzamoras silvestres ZS-3 y mejorada UM-601 mostraron en promedio el
doble del contenido de proantocianidinas en comparacion con las zarzamoras
silvestres ZS-7, ZS-10, ZS-11'y comercial “Tupy”.

# Los analisis de LC-MS/MS permitieron la identificacion de diversos elagitaninos
en las fracciones ricas en proantocianidinas (EPA) en todos los materiales de
zarzamora, dichos compuestos incluyen: isémeros de pedunculagina, sanguiina H-
10, nobotanina A/malabatrina B, sanguiina H-6/lambertianina A.

# Después del procedimiento de purificacion a través de las resinas Amberlite
XAD-7 y Sephadex LH-20, la concentracion de polifenoles totales en los extractos
de zarzamora ricos en polifenoles, antocianinas y proantocianidinas en los seis
cultivares de zarzamora evaluados se concentraron 5.9, 125 y 25.7 veces,
respectivamente.

% En el ensayo ORAC la actividad antioxidante de los extractos semipurificados en
todos los genotipos de zarzamora Mexicana se incrementd (p< 0.05)
significativamente, para extractos ricos en polifenoles (9.9-11.2 veces), antocianinas
(9.9-15.9 veces) y protoantocinidinas (14.3-16.3 veces) en comparacion con los
extractos crudos correspondientes.

% Los extractos ricos en proantocianidinas son los que presentaron mayor capacidad
antimutagenica en la cepa de Salmonella typhimorium YG1024.

% Los extractos de compuestos fendlicos de zarzamora inhiben la produccion de ON
y prostaglandinas y la expresion de iNOS y COX-2 en macréfagos RAW 264.7
inducidos por lipopolisacaridos.

# Las fracciones ricas en polifenoles de los materiales ZS-7 y mejorado (UM-601)
fueron los inhibidores mé&s potentes en la expresion de COX-2.

& Los resultados combinados de este estudio sugieren que el consumo de
zarzamoras en la dieta puede reducir el estrés oxidativo generado por ON vy la
expresion de proteinas proinflamatorias como iNOS y COX-2, incrementando asi
una proteccion del cuerpo humano contra enfermedades relacionadas con oxidacion-

inflamacion.
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# Las fracciones ricas en polifenoles de zarzamora podrian ser atractivas como
agentes nutracéuticos. Debe tenerse en cuenta la fuerte bioactividad mostrada por
las zarzamoras silvestres Mexicanas, asi como el material mejorado UM-601.

& La principal aportacion de este estudio es que detalla la caracterizacion de
compuestos polifendlicos en diferentes materiales de zarzamora, después de la
separacion en tres principales grupos de polifenoles, conocidos por su potente
bioactividad in vivo e in vitro y el posible potencial nutracéutico de estos materiales.
% Este estudio demostrd que los cuatro materiales silvestres de zarzamora tienen
altas concentraciones de compuestos polifendlicos y que pueden ser utilizados como
fuentes de polifenoles para programas de fitomejoramiento con el objetivo de

desarrollar nuevos cultivares/variedades con elevado potencial nutracéutico.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Se propone realizar méas bioensayos para comprobar otros efectos benéficos a la
salud de estos frutos, como por ejemplo: antimicrobiano, antihipertensivo,
anticolesterolémico, antidiabéticos. Ademas se propone realizar ensayos in vivo para probar
los compuestos obtenidos. También, puede llevarse a cabo la busqueda de otros compuestos
con actividad nutracéutica (minerales, acidos grasos, fibra dietaria).

Con toda la informacion obtenida, proponer a las zarzamoras silvestres de la zona
Tarasca de Michoacan como un alimento nutracéutico mas atractivo al consumidor
nacional y a los mercados internacionales, ademas promover los materiales silvestres con
potencial nutracéutico para utilizarlos como base en futuros programas de fitomejoramiento

y comercializacion.
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Characterization of Anthocyanins and Proanthocyanidins in
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This study was designed to characterize and compare wild, commercial, and noncommercial
cultivated blackberry genotypes grown in Michoacan, Mexico. Six genotypes, including WB-3,
WB-7, WB-10, and WB-11 (all wild blackberry types), Tupy (a commercial cultivar), and UM-601
(a cultivated breeding line), were selected and profiled for anthocyanins and proanthocyanidins by
separating extracts over Amberlite XAD-7 resin and Sephadex LH-20 columns. Subsequent high-
performance liquid chromatography (HPLC) and liquid chromatography—electrospray ionization—
mass spectrometry (LC—ESI—MS) analyses revealed that the major anthocyanin for all genotypes
was cyanidin 3-O-glucoside. The proanthocyanidins (condensed tannins) were present in mono- to
hexamer forms. Also, hydrolyzable tannins, ellagitannins, were characterized in the blackberry fruits.
The average anthocyanin concentration in Sephadex LH-20 fractions was 49.2 mg/g in the
commercial cultivar Tupy, while in the wild genotypes and the breeding line, the range was
361.3—494.9 mg/g (cyanidin 3-O-glucoside equivalent). The proanthocyanidin concentration varied
widely among wild genotypes (417.5—1343.6 mg/g, catechin equivalent). This study demonstrated
that the use of Amberlite XAD-7 followed by Sephadex LH-20 chromatography, with subsequent
HPLC and LC—ESI-MS analyses, was able to effectively separate and characterize the diverse
polyphenolics in blackberry genotypes. These results suggest that recommendations for dietary
intake of blackberries for human health benefits need to take into account the source, because of
the wide inherent variation in bioactive polyphenolic content in different blackberry genotypes.

KEYWORDS: Anthocyanin; proanthocyanidin; ellagitannins; Rubus; HPLC—ESI-MS

INTRODUCTION

The Rubus genus (Rosaceae family), which includes the black-
berry, is cultivated worldwide but primarily concentrated in the
northern hemisphere. The blackberry was among the earliest fruits
used for medicinal purposes; as early as the 16th century, black-
berry juice was used in Europe to treat infections of the mouth and
eyes (7). Recent studies have demonstrated very high antioxidant
capacity in blackberries and their enhanced potential to reduce
risks of cancer and cardiovascular diseases (2—5) compared to
other fruits and vegetables (6). The genotype, species, environment,
and cultivation conditions have all been shown to exert a profound
influence on the content of bioactive compounds in berries (7—9).
Wild berries may provide a preferred resource for investigating
phytochemicals that can improve human health, because they
contain natural inherent levels of compounds that have not been
influenced by commercial breeding and selection (10).

*To whom correspondence should be addressed. Telephone: 704-
250-5407. E-mail: mlila@ncsu.edu.
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In addition to their fiber content, wild berries are rich in
vitamins, minerals, various organic acids, and phenolic com-
pounds (/7). Because blackberries can contain a unique and intense
complement of polyphenolic compounds, research on their com-
position has grown. The major polyphenolic compounds in berries
are anthocyanins, hydrolizable tannins (gallo- and ellagitannins),
flavonols, and flavan-3-ols, including proanthocyanidins (7, 3).
Anthocyanins are the predominant group of flavonoids present in
berries (/1, 12). They are water-soluble glycosides and acylglyco-
sides, which are polyhydroxy and polymethoxy derivatives of the
2-phenylbenzopyrylium (flavylium) cation (/3). Flavan-3-ols, bet-
ter known as proanthocyanidins or condensed tannins, are poly-
mers of flavan-3-ols and/or flavan-3,4-diol mixtures (/4). These
compounds give a characteristic astringent or bitter taste to many
berries (/1). They are ubiquitous in nature and are the second most
abundant group of natural phenolics after lignin (/5). Anthocya-
nins and proanthocyanidins are found in a wide range of common
foods, including cereals, legumes, fruits, vegetables, and wines, and
affect texture, color, and taste. These polyphenolics are also of
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interest in nutrition and medicine because of their potent antioxidant
capacity and human health-protective effects against chronic disease
risks, including cardiovascular diseases and cancers (15, 16).

Numerous analytical procedures have been employed to extract
and characterize polyphenolics from different plant sources (/7).
Several polyphenolics have been detected in Rubus species, but the
relative amounts reported were strongly influenced by the analy-
tical conditions used by different researchers (I8, 19). Commonly,
high-performance liquid chromatography (HPLC) is used for the
separation and identification of polyphenolics. However, HPLC
techniques are only suitable for fractionating relatively small
quantities of plant extracts and can result in the loss of the
biological activity of fractions (20). Adsorber technologies, using
solid-phase resins, can concentrate, purify, and recover bioactive
plant secondary metabolites (27). For example, anthocyanins
were effectively separated from carbohydrates, salts, and other
soluble compounds using Amberlite XAD-7 resin, which exhib-
ited a high affinity for anthocyanins and proanthocyanidins.
Amberlite XAD-7 resin was also found best suited for isolating
anthocyanins from black chokeberry juice among 16 different
solid-phase extractions (22). Both Amberlite XAD-7 and Sepha-
dex LH-20 resins were previously used to isolate anthocyanins in
red raspberry, but other polyphenolics were not taken into
account (217).

The objectives of this study were (1) to establish an efficient
isolation, separation, and characterization method for polyphe-
nolics in blackberry using adsorber technology (with solid-phase
columns, Amberlite XAD-7 and Sephadex LH-20) in combi-
nation with HPLC and liquid chromatography—electrospray
ionization—mass spectrometry (LC—ESI—MS) techniques and
(2) to assess the relative variations and characterize in depth the
anthocyanin and proanthocyanidin content in six Mexican black-
berries: four wild genotypes and two domesticated genotypes
(both a commercial cultivar and a noncommercialized breeding
line).

MATERIALS AND METHODS

Plant Material. Six blackberry genotypes (Rubus spp.), including four
wild blackberries, one commercial cultivar, and a noncommercialized
breeding line were used for this study. Fruits from the four Mexican wild
blackberries (WB-3, WB-7, WB-10, and WB-11) were collected in the
spring of 2008, in Uruapan, Michoacan, Mexico. The commercial black-
berry (Tupy cultivar) fruits were collected in the winter of 2008, in Los
Reyes, Michoacan, Mexico. This variety was originally developed by
crossing the wild trailing blackberries of Uruguay with the commercial
variety Comanche (23) and is widely grown by farmers in Mexico. Fruits
from a cultivated/domesticated breeding line (UM-601) were provided by
the Laboratorio de Agrobiologia of Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Uruapan, Michoacan, Mexico, in the winter of 2008.
The UM-601 line was selected for its color and flavor through a breeding
program aiming to develop superior cultivars adapted to the environ-
mental conditions of Michoacan and other locations in central Mexico.
Immediately after harvest, all fruits were washed, stored at —80 °C,
lyophilized, and kept at —20 °C for further analysis.

Chemicals. Authentic commercial standards of anthocyanins, pro-
anthocyanidins, and other flavonoids were used for polyphenolic charac-
terization in blackberries. The anthocyanin standards (cyanidin, delphinidin,
petunidin, and malvidin glycosides) were obtained from Polyphenols Labo-
ratories (Sandnes, Norway) and proanthocyanidin monomers (including
catechin and epicatechin) and dimers, kaemferol, quercetin, and myricetin
glycosides were obtained from Chromadex (Laguna Hills, CA).

Preparation of the Polyphenolic Extract. Freeze-dried blackberries
(100 g) were blended in a flask with 500 mL of acidified 80% methanol
[0.3% trifluoroacetic acid (TFA)] (1:5, w/v) and filtered first through
multiple layers of cotton 3 times to separate the purple pigment from the
pulp. The resulting slurry was filtered through Whatman’s filter paper
number 4 and then number 1 (Florham Park, NJ) with the aid of light

J. Agric. Food Chem., Vol. 58, No. 12,2010 7459

suction. The collected hydro-alcoholic extract was concentrated by rotary
evaporation at <40 °C to remove the methanol. The remaining aqueous
concentrate (120 mL) was partitioned against ethyl acetate (4 x 120 mL).
The aqueous fraction was loaded onto an Amberlite XAD-7 (Sigma Life
Science, CO) column (30 x 10 cm), preconditioned with acidified water
(0.3% TFA), where the polyphenolic mixture was adsorbed onto the
Amberlite XAD-7 resin. The resin was then washed thoroughly with
acidified water (0.3% TFA) to remove free sugars, pectins, and other
impurities. The polyphenolic mixture was then eluted from the column
with 1 L of methanol (0.3% TFA), and this post-Amberlite extract
(PAE) was evaporated and freeze-dried to yield ~4 g of concentrated
polyphenolic extract containing mainly anthocyanins and proantho-
cyanidins.

Isolation of Anthocyanins and Proanthocyanidins. The freeze-dried
(2.0 g) polyphenolic extract (PAE) was completely dissolved in 5 mL of
MeOH and applied to a column packed with Sephadex LH-20 (3 x 30 cm)
preconditioned with 80:20 HO/MeOH (0.3% TFA). Two solvent systems
were used to elute the polyphenolic compounds off the Sephadex LH-20
column: H,O/MeOH (80:20) with 0.3% TFA and 70% acetone. A total of
12 fractions (50 mL each) were collected, starting when the colored
material began to elute from the column. The first nine fractions were
rich in anthocyanins and eluted with the H,O/MeOH solvent. The last
three fractions were eluted from the Sephadex LH-20 column with the
70% acetone solvent and mainly contained proanthocyanidins. Organic
solvents for all fractions were evaporated (<40 °C), and then the aqueous
partition was immediately frozen at —80 °C and freeze-dried. A flow chart
illustrating the procedures applied to extract and isolate anthocyanins and
proanthocyanidins is shown in Figure 1. Polyphenolics in all extracts and
fractions were identified and quantified at each step of the isolation
procedures by HPLC and LC—ESI—MS systems (detailed below), com-
pared to their commercial standards when available and also to published
data.

HPLC—Diode Array Detector (DAD) Analysis. The HPLC ana-
lyses were conducted using 1100 HPLC (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA) with a DAD, an autosampler, a controlled-temperature
column compartment, and Chemstation as a system controller and for
data processing. Anthocyanin and proanthocyanidin separations were
performed using a reversed-phase Supelcosil LC-18 column, 250 mm X
4.6 mm x 5 um (Supelco, Bellefonte, PA). The mobile phase for antho-
cyanins consisted of 5% formic acid in HO (A) and 100% methanol
(B). The flow rate was constant during HPLC analysis at 1 mL/min, with a
step gradient of 10, 15, 20, 25, 30, 60, 10, and 10% of solvent B at 0, 5, 15,
20, 25, 45, 47, and 60 min, respectively, with a 25 °C constant column
temperature. For proanthocyanidins, the mobile phase consisted of 5%
acetonitrile and 0.1% formic acid in H,O (A) and 5% H,0 and 0.1%
formic acid in acetonitrile (B). The step gradient used was 0, 5, 30, 60, 90,
90, and 0% of solvent B at 0, 40, 45, 50, 55, 60, and 70 min, respectively.
Samples were prepared by dissolving 5 mg in 1 mL of methanol and
filtering through 0.22 um nylon filters (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)
before injecting 10 uL into the HPLC system. Three concentrations of
cyanidin-3-O-glucoside or catechin were prepared as external standards
for anthocyanins or proanthocyanidins, respectively, at 1.0, 0.5, and
0.25 mg/mL, where 10 uL was injected. Quantification of anthocyanins
and proanthocyanidins was performed from the peak areas recorded at
520 and 280 nm, respectively. All blackberry extracts and fractions were
analyzed in duplicates.

LC—ESI-MS Analysis. The LC—MS analyses were made with a
LCQ Deca XP mass spectrometer (Thermo Finnigan Corp., San Jose,
CA), MS version 1.3 SRI, ESI in the positive-ion mode (n2/z 200—2000),
with a photodiode array (PDA) detector (200—600 nm), version 1.2,
autosampler, version 1.2, and Xcalibur software for data processing. The
spray voltage was 10 kV, and the capillary temperature was 250 °C. The
HPLC separations were carried out on a C-18 reversed-phase column
(150 mm, 2.1 mm inner diameter, 5 um particle size, 90 A) (VYDAC,
Western Analytical, Murrieta, CA). The LC—MS analysis was carried out
using the same mobile phase and gradients described above (HPLC—DAD
analyses), except with formic acid at 0.1%, the flow rate at 200 L /min, and
the injection volume at 5 uL per sample or standard. The column
temperature and the samples were kept at 20 °C. The LC—=MS/MS analysis
was carried out using a LC—time-of-flight (TOF) Ultima mass spectro-
meter (Waters Corporation, Milford, MA). Acquisition of MS/MS data
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Figure 1. Flow chart illustrating the procedures applied to extract and isolate anthocyanins (ANC) and proanthocyanidins (PAC) in blackberry freeze-dried
fruits. PAE contained a mixture of polyphenolics. ANC including fractions 1—9 mainly contained anthocyanins eluted with 20% MeOH. PAC including fractions

10—12 mainly contained proanthocyanidins eluted with 70% acetone.

was performed with MassLynx 4.0 software (Waters Corporation). Com-
mercial standard references (0.25 mg/mL) and samples (5 mg/mL) were
dissolved in 1 mL of 100% MeOH and filtered [0.22 um polytetrafluoro-
ethylene (PTFE)] before injection to compare retention time (Rt) and m/z
values for polyphenolics in all extracts and fractions. The chemical
structures for the basic units of anthocyanins, proanthocyanidins, and
ellagitannins in blackberries are presented in Figure 2.

RESULTS AND DISCUSSION

Separation of Polyphenolics. The use of acidified methanolic
solvent (0.3% TFA) facilitated the extraction of polyphenolics in
blackberry and prevented the anthocyanins from degradation
during the separation and subsequent analyses (24,25). The use of
Amberlite XAD-7 resin polymer is typically used to remove
sugars and pectins from phenolic compounds in plant natural
product extracts (24), while Sephadex LH-20 resin, with appro-
priate solvent mixtures, can further separate anthocyanins and
proanthocyanidins present in the PAE, facilitating HPLC identi-
fication of polyphenolics. The two steps of separation resulted in
fractions that were enriched in either anthocyanins or proantho-
cyanidins, which greatly facilitated characterization and quanti-
fication (Figure 1).

Analyses of Blackberry Anthocyanins. HPLC analyses of crude
extracts (CEs) revealed that all of the blackberry genotypes had
characteristically complex mixtures of polyphenolics. Because the
CEs contained both anthocyanins and proanthocyanidins, which
both had UV absorption of 280 nm, further separation using
Amberlite XAD-7 and Sephadex LH-20 columns was required
before proanthocyanidins could be analyzed. The content of
anthocyanins in the CE ranged from 3.4 to 9.2 mg/g of dry
weight (cyanidin 3-O-glucoside equivalent) (Table 1). After the
clean up procedure on Amberlite XAD-7 resin, the concentration
of anthocyanins increased an average of 13 times across all
blackberry genotypes. HPLC spectra for the commercial cultivar
(Tupy) revealed a low anthocyanin concentration (3.4 mg/g) in the
CE. The same general trend was observed in the nine Sephadex
anthocyanin fractions (Table 1), where the concentration was

(kY catechin

() ellagic acid

Figure 2. Basic chemical structures for anthocyanins, proanthocyani-
dins, and ellagitanins characterized in six Mexican blackberry fruits. (a)
Cyanidin: anthocyanin. (b) Catechin: proanthocyanidin. (c) Ellagic acid:
ellagitannin.

elevated by about 4 times compared to PAE. The concentration
was 49.2 mg/g with Tupy, while in the other genotypes, it ranged
from 362.5 to 494.9 mg/g (Table 1). Some of the Sephadex
LH-20 fractions contained concentrations of over 750 mg/g
(75% anthocyanin-enriched fractions), which expedited their
identification and characterization.
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Table 1. Concentration of Anthocyanins in Freeze-Dried Samples in Different Extracts and Fractions from Six Mexican Blackberries
anthocyanin concentration (mg/g of dry weight) (cyanidin 3-O-glucoside equivalent)
sample/genotype Tupy? WB-3° WB-7 WB-10 WB-11 UM-601°
CE 34 6.6 8.7 9.2 8.8 9.1
PAE 36.2 59.6 114.3 131.7 89.5 132.7
Sephadex LH-20 fractions?
fraction 1 16.1 70.3 836.4 273.0 91.3 117.2
fraction 2 219.6 535.5 52.1 55.5 52.3 248.2
fraction 3 53.1 513.0 138.9 300.7 270.6 712.0
fraction 4 28.6 358.2 119.3 418.1 602.3 762.2
fraction 5 10.7 445.8 765.4 678.1 551.9 3725
fraction 6 ND°® 520.1 727.2 570.0 546.9 ND
fraction 7 ND 639.1 507.7 55.1 541.8 274.6
fraction 8 11.7 133.0 728.9 756.8 607.0 ND
fraction 9 497 104.5 577.9 155.1 131.1 374
average 49.2 368.8 494.9 362.5 377.2 361.3

Tupy = commercial cultivar. WB = wild blackberry genotypes. °UM-601 = cultivated noncommercial blackberry line. @ Sephadex LH-20 fractions 1—9 were designated as

anthocyanin-enriched fractions. ND = not detected.
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3 17.7 11.5 10.2 5.8 5.7 9.4
4 20.9 NA 6.6 9.0 11.3 NA

Figure 3. Representative HPLC chromatogram showing identified antho-
cyanins and their relative distribution (%) within blackberry genotypes.
Anthocyanin separation was performed using a LC-18 reversed-phase
(250 mm x 4.6 mm x 5 um) column, at 520 nm. Peak identification: (1)
cyanidin 3-O-glucoside, (2) cyanidin 3-O-rutinoside, (3) cyanidin 3-O-
arabinoside, and (4) cyanidin 3-O-(6-O-malonyl)glucoside. Tupy, com-
mercial cultivar; UM-601, cultivated noncommercial blackberry line;
WB, wild blackberry genotypes, ND; not detected. The percentage of
individual anthocyanin values were calculated in the CE for each
genotype.

Sephadex LH-20 fractions revealed the presence of four major
anthocyanins (Figure 3). The HPLC chromatogram and LC—MS
analysis of all extracts showed profiles typical for blackberries but
with different relative distributions of individual anthocyanins.
Data showed that each genotype contained a unique profile with
compounds represented at different percentages for each indivi-
dual anthocyanin among genotypes (Figure 3). The four major
anthocyanins identified were cyanidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-0-
rutinoside, cyanidin 3-O-arabinoside, and cyanidin 3-0-(6-0-
malonyl)glucoside, with the first compound as the most abundant;
this pattern was consistent with previous reports on blackberry (7).

The major compounds were characterized according to their
m/z value, UV spectrum absorbance characteristics, Rt as com-
pared to commercial standards, and a comparison to published
polyphenol data (1, 22, 25, 26). Representative LC—ESI—MS
spectra of anthocyanins from Sephadex LH-20 fraction 5 for the
WB-11 genotype are shown in Figure 4. The spectra illustrated
that the majority of the fraction was anthocyanins based on the
total ion current (Figure 4A), which showed all compound ions in
the fraction and the UV maximum absorption at 520 nm
(Figure 4B). The individual anthocyanins were further verified
on the basis of the LC—MS spectra (Figure 4C) based on the ion-
charge ratio (m/z) and Rt. The cyanidin was present in the
aglycone form (m/z 287), in addition to its glycosides: cyanidin
3-O-glucoside (m/z 449.02; Rt, 19.98), cyanidin 3-O-rutinoside
(m/z 595.11; Rt, 23.58), cyanidin 3-O-arabinoside (m/z 419.02;
Rt, 28.1), and cyanidin 3-O-(6-O-malonyl)glucoside (m/z 535.06;
Rt, 29.3). The maximum wavelength absorption (Figure 4B, at
520 nm) demonstrated clearly that cyanidin-3-O-glucoside, eluted
at Rt of 19.98 min, comprised the majority of the anthocyanins in
the Sephadex LH-20 column fractions 1-9.

Analysis of Proanthocyanidins in Blackberries. HPLC and LC—
MS analysis during the extraction and fractionation steps revealed
the proanthocyanidin complexity in all six blackberry genotypes
(Figure 5). In the earlier steps of extraction and fractionation
procedures, the mixture of anthocyanins and proanthocyanidins
was almost impossible to characterize; only after Sephadex LH-20
column chromatography could the proanthocaynidin compounds
be separated and characterized using LC—MS, because of the
dominance of co-occurring anthocyanins in the extracts and their
mutual absorption of light wavelengths at both 280 and 520 nm. In
the UV 280 nm chromatogram, proanthocyanidins were over-
shadowed by anthocyanins, and therefore, it was not feasible to
have accurate estimates for them in the CE or PAE. In the
Sephadex LH-20 fractions 10—12, proanthocyanidins were esti-
mated as catechin equivalents and are presented in Table 2. The
proanthocyanin estimates ranged from 118.3 to 1363.8 mg/g
(catechin equivalent) in the individual fractions from the six
blackberry genotypes. The average total proanthocyanidin content
across all fractions and species ranged from 579.2 to 1343.6 mg/g,
and cultivar Tupy was the lowest. The UM-601 (cultivated non-
commercial line) had the highest proanthocyanidin content fol-
lowed by WB-3 (1213.7 mg/g, catechin equivalent). While all four
WB samples contained similar anthocyanin content (Table 1), they
varied significantly in accumulated proanthocyanidins (Table 2).
The WB-3 and UM-601 contained, on average, double the amount
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Figure 4. Representative LC—ESI—MS output spectrum, positive ion, of anthocyanins in Sephadex LH-20 fraction 5 for WB-11 genotype. (A) LC—ESI—MS
output showing the total ion current, (B) photodiode array chromatograph at 520 nm wavelength, and (C) full mass spectrum, positive mode, m/z200—1000.
Anthocyanins were eluted before 35 min, as shown by UV maximum absorption, and included (1) cyanidin aglycone, (2) cyanidin 3-O-glucoside, (3) cyanidin
3-O-glucoside, (4) cyanidin 3-O-(6-O-malonyl)glucoside, and (5) cyanidin 3-O-rutinoside.
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Figure 5. Representative LC—ESI—MS output spectrum, positive ion, of proanthocyanidins in Sephadex LH-20 fraction 11 for WB-11 genotype. (A) Total ion
current, (B) photodiode array chromatogram, 280 nm, and (C) ESI full mass spectrum, positive mode, m/z200—2000. Proanthocyanidins were eluted before 30 min
as shown by UV maximum absorption: (1) monomer (catechin or epicatechin), (2) dimer, (3) trimer, (4) tetramer, (5) pentamer, (6) hexamer, and (7) ellagitannins.

of proanthocyanidins compared to WB-7, WB-10, and WB-11 The total ion current for Sephadex LH-20 fractions 10—12
blackberry genotypes. showed that the proanthocyanidins constituted the majority of
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Inhibition of Pro-inflammatory Responses and Antioxidant
Capacity of Mexican Blackberry (Rubus spp.) Extracts
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Total polyphenolic and anthocyanin- and proanthocyanidin-rich fractions from wild blackberry
genotypes (WB-3, WB-7, WB-10, and WB-11), a domesticated noncommercial breeding line
(UM-601), and a commercial cultivar (Tupy) were evaluated for inhibition of pro-inflammatory
responses [nitric oxide (NO) production, inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression, cyclooxy-
genase-2 (COX-2) expression, and prostaglandin E> (PGE,)] in RAW 264.7 macrophages stimu-
lated by lipopolysaccharide (LPS). At 50 uM [cyanidin-3-O-glucoside (C3G) or catechin equivalent],
most fractions significantly (P < 0.05) inhibited all markers. The anthocyanin-rich fraction from
WB-10 and the proanthocyanidin-rich fraction from UM-601 exhibited the highest NO inhibitory
activities (ICso = 16.1 and 15.1 uM, respectively). Proanthocyanidin-rich fractions from the wild
WB-10 showed the highest inhibition of INOS expression (ICso = 8.3 uM). Polyphenolic-rich fractions
from WB-7 and UM-601 were potent inhibitors of COX-2 expression (ICso = 19.1 and 19.3 uM C3G
equivalent, respectively). For most of the extracts, antioxidant capacity was significantly correlated
with NO inhibition. Wild genotypes of Mexican blackberries, as rich sources of polyphenolics that
have both antioxidant and anti-inflammatory properties, showed particular promise for inclusion in
plant improvement programs designed to develop new varieties with nutraceutical potential.

KEYWORDS: Inflammation; wild blackberries; polyphenolic-rich fractions (PAE); antioxidant capacity;
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anthocyanins (ANC); proanthocyanidins (PAC); Rubus

INTRODUCTION

Chronic inflammation is associated with several human
pathologies and causes the up-regulation of several pro-inflam-
matory proteins in affected tissues. Among the numerous pro-
inflammatory enzymes, inducible nitric oxide synthase (iNOS)
and cyclooxygenase 2 (COX-2) produce nitric oxide (NO) and
prostaglandin E, (PGE,) in lipopolysaccharide (LPS)-activated
macrophages and in other stimulated cells (7, 2). These enzymes
are involved in initiating obesity, cardiovascular disease, neuro-
degenerative disease, diabetes, and cancer (/, 3, 4). Cancers may
arise from chronic irritation and inflammation or, conversely, an
oncogenic change can induce an inflammatory microenviron-
ment that promotes the development of tumors (7).

Natural bioactive compounds including polyphenolic phyto-
chemicals from fruits, vegetables, grains, legumes, tea, wine, and other
plant-derived products may protect against cancer, degenerative
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diseases, and chronic and acute inflammation (). Polyphenols
are non-nutritive constituents produced by secondary meta-
bolism in plants. These include several classes of phenolic acids
(hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids), flavonoids (antho-
cyanins, flavanols, and flavonols), condensed tannins (proantho-
cyanins), stilbenoids, and hydrolyzable tannins (ellagitannins and
gallotannins) (6, 7). Polyphenols are scavengers of a wide variety
of reactive species such as superoxide, hydroxyl radical, peroxyl
radical, hypochlorous acid, and peroxynitrous acid, resulting in
less reactive radicals (8, 9). Polyphenols in fruits such as blue-
berry, gooseberry, lingonberry, and blackberries can act effec-
tively as free radical inhibitors (/0). Scavenging of free radicals
and inhibition of inflammation may contribute to the prevention
of chronic human diseases (/7).

Currently, a variety of nonsteroidal anti-inflammatory drugs
are used to treat chronic inflammatory diseases; however, these
drugs have notable side effects. Thus, phytochemicals that can be
used as natural preventive agents, for example, those found in

©2010 American Chemical Society
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fruits and vegetables, are an attractive alternative (12, 13).
Both the polyphenolic content and antioxidant activity of
berries (9, 14—18) are conditioned by the genotype of fruit
(species and variety), environmental conditions, and production
techniques (13, 19). However, little is known about the anti-
inflammatory activity of different blackberry genotypes (20).
Thus, the objectives of this study were to evaluate the inhibition
of pro-inflammatory responses in RAW 264.7 macrophages
stimulated by LPS after treatment with extracts rich in polyphenols,
anthocyanins, and proanthocyanidins from wild and cultivated
Mexican blackberries and to compare their antioxidant capacities.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials. Four Mexican wild blackberries (Rubus spp.),
designated WB-3, WB-7, WB-10, and WB-11, were collected in the spring
of 2008 in Uruapan Michoacan, Mexico. These wild genotypes (com-
monly called frutillas or moras) are popular sources of food and pigments
and are commonly wildcrafted in the region; leaves are typically used in
teas to alleviate stomach pain. WB-3 and WB-10 were selections of the wild
species Rubus adenotrichus, WB-7 was from Rubus corifolius, and WB-11
was from Rubus glaucus. A commercial blackberry (Tupy cultivar) and a
domesticated noncommercial breeding line (UM-601) were collected in
Los Reyes, Michoacan, Mexico, by the Agrobiologic Laboratory of Uni-
versidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Uruapan, Michoacan,
Mexico, in the winter of 2008. Immediately after harvest, all fruits were
washed and frozen at —80 °C. The samples were then lyophilized and
stored at —20 °C until use in bioassays.

Chemicals. Sodium pyruvate solution (100 mM), penicillin (1000 units/
mL), streptomycin (1000 units/mL), sodium nitrite, sulfanilamide, N-1-
(naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride, and LPS from Escherichia
coli O55:B5 were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and macrophage RAW
264.7 cell line were purchased from American Type Culture Collection
(Manassas, VA), and fetal bovine serum (FBS) was purchased from
Invitrogen (Grand Island, NY). COX-2 and inducible nitric oxide
synthase (iNOS) monoclonal antibodies were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA), and anti-mouse I1gG horseradish per-
oxidase secondary antibody was purchased from GE Healthcare
(Buckinghamshire, U.K.). All other chemicals were purchased from Sigma
unless otherwise specified.

Polyphenolic (PAE), Anthocyanin (ANC), and Proanthocyanidin
(PAC) Extracts. Freeze-dried blackberries (100 g) were blended in a flask
with 500 mL of acidified 80% methanol (0.3% trifluoric acid, TFA) (1:5 w/v)
and filtered through cotton three times to separate purple pigment from
pulp, using a protocol recently described by Cuevas-Rodriguez et al. (21).
Briefly, the extract was partitioned with ethyl acetate (EtOAc) (1:5) to
remove lipophilic material, and after solvent removal, the aqueous portion
(120 mL) was loaded on an Amberlite XAD-7 column (30 x 10 cm) and
washed thoroughly with acidified water (0.3% TFA) to remove free
sugars, pectins, and other impurities. One liter of methanol (0.3% TFA)
was added to the column to elute the pigmented polyphenolic mixture.
Methanol was evaporated, and the polyphenolic mixture was lyophilized
to yield ~4 g of dry powder, rich in total polyphenolics, which was
designated post-Amberlite extract (PAE). Subsequently, 2.0 g of the PAE
was dissolved in 5 mL of MeOH and applied to a column packed with
Sephadex LH-20 (30 x 3 c¢m) preconditioned with H,O/MeOH 80:20
(0.3% TFA). Twelve fractions (50 mL each) were collected starting when
the colored material began to elute from the column. Using two con-
secutive solvents (20% MeOH and 70% acetone), anthocyanin-rich
fractions (fractions 1—9) and proanthocyanidin-rich fractions (fractions
10—12) were eluted from the Sephadex LH-20 column. Solvents were
evaporated (<40 °C), and then the fractions were immediately frozen
at —80 °C and freeze-dried. On average, across all genotypes, Sephadex
LH-20 fractions 2 and 11 had the most abundant dry mass and were
assigned as fractions rich in anthocyanins (ANC) and proanthocyanidins
(PAC), respectively, for comparative bioactivity analysis along with the
parent PAE and crude extracts (CE).

Total Polyphenol Content (TPC). The TPC of each of the black-
berry extracts (CE, PAE, ANC, and PAC) was measured according to a
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modified Folin—Ciocalteu method (22). Briefly, 0.5 mL of 1 N Folin—
Ciocalteu reagent was added to 0.5 mL of diluted blackberry extract
(50 ug/mL), and this mixture was allowed to stand for 2—5 min before the
addition of 1 mL of 20% Na,COs. The solution was then allowed to stand
for an additional 10 min before reading at 765 nm in a SpectraMax Plus
spectrophotometer (Sunnyvale, CA). The polyphenol content was esti-
mated using a standard curve of gallic acid and was expressed as milli-
grams of gallic acid equivalents (GAE) per gram of dry weight extract (DW).

Antioxidant Capacity. Total antioxidant capacity was estimated
using the oxygen radical absorbance (ORAC) assay (23, 24) by measuring
the protection by the extracts from free radicals generated by -phycoer-
ythrin (b-PE) in the presence of 2,2'-azobis(2-methylpropanimidamide)
(AAPH). The assay was carried out in black-walled 96-well microplates
(Fisher Scientific, Hanover Park, IL). Each well had a final volume of
200 uL. The following reactants were added in this order: 20 4L of 75 mM
phosphate buffer, pH 7; 20 uL of either Trolox standard (1 mM final
concentration) or sample (1.0—3.0 ug equiv C3G or (+)-catechin/mL);
120 uL of b-PE (70 nM final concentration); and 60 uL of AAPH (12 mM
final concentration). As a blank, 25 4L of 75 mM phosphate buffer, pH 7,
was added instead of Trolox or samples. Immediately after the addition
of AAPH, plates were placed in an FL x800 fluorescence plate reader
(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT), set with excitation filter 485 nm and
emission 582 nm and then read every 2 min for 3 h until 95% loss of
fluorescence was reached. Final fluorescence measurements were ex-
pressed relative to the initial reading. Results were calculated on the basis
of the differences in the area under the fluorescence decay curve between
the blank, standard, and a sample and expressed as micromoles of Trolox
equivalents (TE) per gram of DW. Trolox (4—153 uM) was used as a
standard (y = 0.20x + 0.81, R> = 0.99).

Cell Culture, Treatment, and Cell Viability. The macrophage cell
line RAW 264.7 was cultured in growth medium containing DMEM, 1%
penicillin/streptomycin, 1% sodium pyruvate, and 10% fetal bovine serum
at37°Cin 5% CO,/95% air. Cell treatment was conducted by seeding 2 x
107 cells in a six-well plate, and the cells were allowed to grow for 48 h at
37 °C in 5% CO,/95% air. The cells were treated with blackberry PAE,
ANC, and PAC extracts (0.5, 5.0, and 50 uM equivalents of cyanidin-3-O-
glucoside for PAE and ANC and catechin for PAC) and 1 ug/uL LPS,
added together at the same time, for 24 h. Cell viability was determined
using the CellTiter 96 AQueous One Solution proliferation assay using the
novel tetrazolium compound 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2 H-tretrazolium, inner salt (MTS),
and an electron coupling reagent, phenazine ethosulfate (PES) (Promega
Corp., Madison, WI). Briefly, 5 x 10* cells were seeded in a 96-well plate,
and the total volume was adjusted to 200 uL with growth medium. The
cells were allowed to grow for 24 h at 37 °C in 5% CO,/95% air. After
treatment, the growth medium was replaced by 100 uL of fresh growth
medium, and 20 4L of MTS/PES ([(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium, inert salt, and
an electron coupling reagent, phenazine ethosulfate (PES)] (Promega
Corp.) was added to each well. The plate was incubated for 2 h at 37 °C,
and the absorbance was read at 515 nm. The percentage of viable cells was
calculated with respect to cells treated with dimethyl sulfoxide. Concentra-
tions that allowed >90% cell viability were used to determine markers of
inflammation.

Nitrite Measurement. NO production was measured after 24 h of cell
treatment and LPS induction. A 100 uL aliquot of the culture supernatant
was plated in a 96-well plate, and an equal amount of Griess reagent (1%
sulfanilamide and 0.1% N-1-(naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride
in 2.5% H;PO,) was added. The plate was then incubated for 5 min at
room temperature and the absorbance measured at 550 nm. The amount
of NO was calculated using a sodium nitrite standard curve (y = 0.13x +
0.12, R* = 0.99).

Prostaglandin E, Measurement. After 24 h of cell treatment and
LPS induction, the culture supernatant was collected. PGE, was measured
using a PGE, EIA monoclonal kit following the manufacturer’s instruc-
tions (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Briefly, 50 4L of diluted cell
supernatant was plated in a 96-well goat anti-mouse IgG coated plate and
incubated for 18 hat 4 °C. After incubation, the plate was washed using the
provided wash buffer, and the color was developed by adding 200 uL
of Ellman’s reagent and shaking the plate for 60—90 min in the dark.
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Table 1. Total Polyphenolic Content (TPC) in Various Extracts from Wild,
Commercial, and Domesticated Breeding Lines of Mexican Blackberries?

Cuevas-Rodriguez et al.

Table 2. Antioxidant Capacity (ORAC) of Various Extracts from Wild,
Commercial, and Domesticated Breeding Lines of Mexican Blackberries?

TPC (mg of GAE/g of DW)
CE PAE ANC PAC

WB-3 255+1.1a 95.74+3.0e  237.8+6.2c 598.0 £ 10.5a
WB-7 18.4+£1.1¢c 1872+109a 211.4£171d  565.6 = 16.6b
WB-10 19.2 £0.7¢ 134.3+£2.7b 318.14+188a 49544 32.1cd
WB-11  236+11ab 9267+18¢  250.7+5.0b 454.9 +£27.9d
Tupy 14.2+0.4d 111.8+45¢c  221.5£11.7cd  521.7+4.1c
UM-601  2244+02b  103.64+1.7d  2946+11.6a  526.3+=19.4c

#Values are expressed as mean + SD, n = 6. Different letters within columns
show significant differences at P < 0.05 using LSD multiple-range test. TPC, total
polyphenoalic content; DW, dry weight; GAE, gallic acid equivalent; CE, crude extract;
PAE, extract rich in polyphenols (post-Amberlite extract); ANC, extract rich in
anthocyanins; PAC, extract rich in proanthocyanidins; Tupy, commercial cultivar;
UM-601, domesticated noncommercial blackberry breeding line; WB, wild blackberry
species.

The amount of PGE, was calculated using the PGE, standard curve (y =
—37.29x + 108.6, R* = 0.98).

Measurement of iNOS and COX-2 Protein Expression. iINOS and
COX-2 enzyme expressions were determined in the cell lysates using the
Western blot technique. Briefly, treated cells were washed with ice-cold
DMEM and ice-cold phosphate-buffered saline before treatment with
200 uL of Lamemli buffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) with 5%
p-mercaptoethanol as the lysing buffer. The cell lysates were boiled for
5min, and approximately 25 ug of protein was loaded in 4—20% Tris-HCl
ready gels (Bio-Rad Laboratories) for protein separation. Separated
proteins were transferred to a PVDF membrane and blocked with 5%
nonfat dry milk in 0.1% Tris-buffered saline Tween 20 (TBST) for 1 h at
4°C. The membranes were washed with 0.1% TBST (five times, 5 min each)
and incubated with either COX-2 or iNOS mouse monoclonal antibody
(1:200) at 4 °C overnight. The membrane was washed again and incubated
with anti-mouse IgG horseradish peroxidase conjugate secondary anti-
body for 3—4 h at room temperature. After incubation, the expression of
COX-2 and iNOS was visualized using chemiluminescent reagent (GE
Healthcare, Buckinghamshire, U.K.) following the manufacturer’s in-
structions. The membrane was imaged with a Kodak Image Station 440
CF (Eastman Kodak Co., New Haven, CT).

Statistical Analysis. Experiments were repeated at least three times
for consistency. Unless otherwise stated, the data are expressed as mean £
SD. The data obtained were analyzed using two-way ANOVA, SAS
Institute (25), to compare experimental treatments with control values.
The comparisons between treatments were performed using LSD mean
separation, and differences were considered to be significant at P < 0.05.
The concentration to inhibit 50% (ICsq) of NO and PGE, production and
COX, and iNOS expression was determined by nonlinear regression
(curve fit) using GraphPad Prism software version 4.00 (Graph Pad
Software, San Diego, CA).

RESULTS AND DISCUSSION

Total Polyphenol Content. Phenolics are compounds with one
or more aromatic rings and one or more hydroxyl groups (7).
They are of particular importance because their consumption
may ameliorate inflammation (/7). The TPC of the blackberry
fractions from all six genotypes is presented in Table 1. The TPC
for blackberry crude extracts ranged from 14.2 £ 0.4 to 25.5 £
1.1 mgof GAE/g of DW, where WB-3 and WB-11 had the highest
TPC and were significantly higher than the commercial cultivar
(Tupy) (P < 0.05). Polyphenolic content in a berry can be
conditioned not only by genotype but by exposure of the plant
to abiotic and biotic stresses such as temperature, irradiation,
herbivore, and pathogenic infection (/4, 16). The TPCs reported
in this study were within the ranges of those reported for other
Rubus spp. 9, 10, 26—28). After a cleanup procedure using
Amberlite XAD-7 resin, the average TPC across all genotypes
was increased from an average of 20.5 mg of GAE/g in CE to

ORAC of extracts (umol of TE/g of DW)

CE PAE ANC PAC

WB-3 361.9+76.5a 2534+130.2c  3430.8+225.1c  3926.1+18.8d
WB-7 2408+122.4d 2407.4+1302c  3562.3+264.3c 3512.4 £50.6e
WB-10 272.0+122.4d  4038.5+714a 5761.3+154.6a 4201.4+2.4c
WB-11 2615 +£120.6c  2524.8 +65.2c 2381.54+346.2d  4395.7 +9.5¢
Tupy 169.9+71.2e 3367.7+ 1226b  5205.6+282.1b  4686.3+ 173.2b
UM-601  287.5+ 140.6b  4158.7 +92.6a 3519.3+ 189.8c  5161.9+6.6a

2 Different letters within columns indicate treatments were statistically different
(P =< 0.05), n=4. ORAC, oxygen radical absorbance capacity; TE, Trolox equivalent;
DW, dry weight; CE, crude extract; PAE, extract rich in polyphenols (post-Amberlite
extract); ANC, extract rich in anthocyanins; PAC, extract rich in proanthocyanidins; Tupy,
commercial cultivar; UM-601, domesticated noncommercial breeding line of blackberry;
WB, wild blackberry genotypes.

120.9, 255.7, and 527.0 mg of GAE/g of DW in the PAE, ANC,
and PAC blackberry extracts, respectively. The ANC contained
mainly cyanidin 3-O-glucoside, in addition to cyanidin 3-O-rutino-
side, cyanidin 3-O-arabinoside, and cyanidin 3-O-(6-O-malonyl)-
glucoside, whereas PAC contained monomeric and polymeric
forms of proanthocyanidins as well as ellagitannins such as ped-
unculagin, sanguiins H-6 and H-10, nobotanin A, malabathrin B,
and lambertianin A (27). Ellagitannins have previously been
reported in blackberry and raspberry species and were associated
with antimicrobial bioactivities (6, 29, 30).

Antioxidant Capacity. Among the most commonly employed
methods to evaluate a total antioxidant capacity is the ORAC
method, which employs fluorescein as the target molecule (317).
The most prevalent compounds in berries are anthocyanins,
proanthocyanidins, and ellagitannins, which collectively are res-
ponsible for much of their antioxidant capacity (7). The antioxi-
dant capacities of CE, PAE, ANC, and PAC extracts are shown in
Table 2. The antioxidant capacities for crude extracts for all
genotypes ranged from 169.9 to 361.9 umol of TE equiv/g of DW.
The CE antioxidant capacity for WB-3 was significantly higher
than for all other genotypes, whereas the commercial Tupy
cultivar had the lowest antioxidant capacity (P < 0.05). These
ORAC value ranges were similar to those previously reported for
blackberries cultivated in different regions of the United States
and Mexico (/4). The antioxidant capacities of all semipurified
blackberry extracts (PAE, ANC, and PAC) in all genotypes
increased significantly (P < 0.05) compared to the corresponding
crude extracts (Table 2). The cleanup procedure that yielded
fractions with much higher polyphenolic concentrations also
resulted in significant increases in the antioxidant capacity across
all fractions. PAE blackberry extracts exhibited ORAC values
8.3—19.8 times higher than those found with the crude extracts.
The antioxidant capacity for PAE extracts ranged from 2407.4 to
4158.7 umol of TE equiv/g of DW. PAE fractions from both UM-
601 and WB-10 blackberries had the highest ORAC values (P <
0.05). The antioxidant capacity for blackberry extracts rich in
anthocyanins (ANC) was 9.1—30.61 times higher than those for
crude extracts. WB-10 exhibited significantly greater (P < 0.05)
antioxidant activity than all other genotypes. The same trend was
observed with PAC, which showed antioxidant capacities
10.8—27.6 times higher than those of the corresponding crude
extracts. The range of antioxidant activity for blackberry PAC
extracts was from 3512.4 to 5161.9 umol of TE equiv/g of DW.
The domesticated UM-601 blackberries had the highest antioxi-
dant activity among the PAC fractions of all of the blackberries
tested (P < 0.05). It is of interest that the concentrations of total
polyphenols in the PAE, ANC, and PAC extracts were approxi-
mately 6.2, 12.8, and 26.6 times greater than that of the crude
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Figure 1. Inhibition of NO production and expression of INOS by RAW 264.7 macrophages induced by LPS after treatment with extracts (0.5, 5.0, and 50 uM
equivalents of cyanidin 3-O-glucoside) from wild, commercial, and domesticated breeding lines of Mexican blackberries: inhibition (%) of NO with PAE (A),
ANC (B), and PAC (C); inhibition (%) of iINOS expression with PAE (D), ANC (E), and PAC (F). PAE, extract rich in polyphenolics; ANC, extract rich in
anthocyanins; PAC, extract rich in proanthocyanidins; WB, wild blackberry species; UM-601, domesticated breeding line of blackberry; Tupy, commercial
cultivar. Inhibition was calculated relative to macrophages treated with 1 «g/mL LPS alone. Data represent the mean =+ SD from two independent experiments

and at least triplicate analysis, at P < 0.05.

extract, respectively. The antioxidant capacities (ORAC values)
of ANC, PAC, and PAE of most genotypes were comparable.
This may be due to the presence of other phenolic compounds in
PAE, which are active antioxidants, that may have additive or
synergistic antioxidant activity with anthocyanins and proantho-
cyanidins (32).

Effect of Extracts on NO Production and iNOS Expression.
Some flavonoids and other polyphenolic compounds have been
shown to exhibit inhibitory effects on NO production and iNOS
expression (33). Therefore, we tested the effects of blackberry
extracts on NO production and iNOS protein expression in LPS-

stimulated macrophages. Blackberry extracts did not affect the
viability of RAW 264.7 cell up to 50 uM (data not shown); thus,
the inhibitory effects were not attributable to cytotoxic effects.
Several of the PAE, ANC, and PAC extracts (Figure 1A—C)
inhibited NO production up to 22% at 0.5 and 5 uM concentra-
tions. At 50 uM concentration, the inhibition of these pro-
inflammatory markers by all of the PAE, ANC, and PAC extracts
was increased significantly (P < 0.05) compared with untreated
LPS-stimulated macrophages. The ANC extract for the wild WB-
10 genotype exhibited the highest activity against LPS-induced
NO production with an ICs, value of 16.1 uM, followed by the


http://pubs.acs.org/action/showImage?doi=10.1021/jf102590p&iName=master.img-000.jpg&w=418&h=500

9546  J. Agric. Food Chem., Vol. 58, No. 17, 2010

Table 3. Inhibitory Concentration of Pro-inflammatory Responses (ICsq) for
Various Extracts from Wild, Commercial, and Domesticated Breeding Lines of
Mexican Blackberries®

ICso [4M C3G equivalent (PAE and ANC) or catechin equivalent (PAC)]

PAE ANC PAC

NO INOS COX-2 NO iNOS COX-2 NO iNOS COX-2

WB-3 399 283 350 223 >50 >50 214 >50 >50
WB-7 282 245 191 275 389 >50 331 >50 >50
WB-10 288 218 250 161 363 323 19.0 83 457
WB-11 309 282 220 247 >50 >50 295 >50 >50
Tupy 175 19.0 200 178 106 225 209 489 289
UM-601 26.7 159 193 198 245 286 151 251 346

#|Csp, the concentration («M) that resulted in 50% reduction of production/
expression of pro-inflammatory responses, n = 4. PAE, extract rich in polyphenols
(post-Amberlite extract); ANC, extract rich in anthocyanins; PAC, extract rich in
proanthocyanidins; NO, nitric oxide; iINOS, inducible nitric oxide synthase; COX-2,
cyclooxygenase-2; Tupy, commercial cultivar; UM-601, domesticated blackberry
breeding line; WB, wild blackberry species. Because the concentration of poly-
phenoalics in the crude extracts (CE) was very low and no effect was observed in this
assay, it was not included in this table.

commercial blackberry Tupy (ICso = 17.8 uM) and the domes-
ticated breeding line UM-601 (ICso = 19.8 uM), whereas other
genotypes possessed moderate activity (Table 3). In PAC extracts,
UM-601 and WB-10 blackberries displayed the most potent effect
against NO production with ICsy = 15.1 uM and 19.0 uM, res-
pectively, followed by Tupy (ICsy = 20.9 uM) and WB-3 (ICsy =
21.4 uM), whereas other genotypes possessed moderate activity
(Table 3).

The iNOS expression in macrophages exposed to different
blackberry extracts are shown in Figure 1D—F and followed the
same trend as with NO inhibition. The potency of each of the
blackberry extracts tested for the expression of iNOS is shown in
Table 3. With PAE extracts, UM-601 showed the highest inhibi-
tion of iNOS expression (IC5y = 15.9 uM), followed by Tupy
(ICso = 19.0 uM). For ANC extracts, Tupy displayed more
potent iNOS expression in the RAW 264.7 macrophage cells
induced by LPS than ANC from any other genotype, with an ICs
value of 10.6 uM. However, the PAC for WB-10 showed the
highest inhibition of iNOS expression (ICso = 8.3 uM) as
compared to the PAC for all other blackberry genotypes. It was
reported that iNOS can produce > 1000-fold of NO, a signaling
molecule that plays a key role in the pathogenesis of inflammation
and is considered to be a pro-inflammatory mediator, when
overproduced in abnormal situations (3,4, 34). Aberrant activa-
tion of cyclooxygenase/prostaglandin signaling is widespread in
human neoplasia. NO has also been shown to cause DNA
damage as well as mutations in vivo (35). The formation of
carcinogenic N-nitrosamines, resulting from elevated NO forma-
tion, has been demonstrated in cell cultures and in vivo (35, 36).

Antioxidant capacity and inhibition of NO production were
significantly correlated in the PAE extracts for most of the
genotypes (Table 4), indicating that various classes of phenolics
in the PAE extracts had the ability to scavenge peroxyl and
superoxide anion radicals. The ORAC values in ANC extracts
were highly correlated with NO production, for example, WB-11
(R* = 0.918), cultivar Tupy (R* = 0.918), and UM-601 (R* =
0.960). For PAC extracts high correlations were observed for only
three of the genotypes: WB-3 (R*> = 0.966), Tupy (R* = 0.865),
and UM-601 (R*> = 0.966). When flavonoids are used as anti-
oxidants, ROS are scavenged and therefore they can no longer
react with nitric oxide, resulting in less cellular damage. Also, NO
can be viewed as a radical itself, and it has been reported that
nitric oxide molecules are directly scavenged by flavonoids (20).
Wang and Mazza (37) reported that inhibitory effects on NO
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Table 4. Correlation Coefficient (R?) Analysis of Antioxidant Capacity
and Inhibition of Nitric Oxide for Various Extracts from Wild, Commercial,
and Domesticated Breeding Lines of Mexican Blackberries at 50 uM
Concentration®

antioxidant capacity/NO inhibition (%) of extracts

PAE ANC PAC
WB-3 0.823 0.410 0.966*
WB-7 0.812** 0.848 0.466
WB-10 0.826 0.658 0.287
WB-11 0578 0.918* 0.778
Tupy 0.996™ 0.918* 0.865*
UM-601 0.941* 0.960** 0.966*

Within a column, R? values with * and ** are significant at P< 0.05 and P<0.01,
respectively. PAE, fraction rich in polyphenols (post-Amberlite extract); ANC,
fraction rich in anthocyanins; PAC, fraction rich in proanthocyanidins. Tupy,
commercial cultivar; UM-601, domesticated noncommercial breeding line of black-
berry; WB, wild blackberry genotypes.

production significantly correlated with the content of individual
categories of phenolic compounds present in berries.

The inhibition of NO production in macrophages could be
explained by C3G interfering with the signal pathway for inflam-
mation, due to the ROS scavenging capacity of C3G (38). Pergola
et al. (20) reported that at least some part of the anti-inflamma-
tory activity of the anthocyanin fraction of blackberry was due to
suppression of NO production by C3G, which was the main
polyphenol present in the blackberry extracts (27). Inflammation
is a critical factor in tumor progression. Cells undergoing inflam-
mation produce various pro-inflammatory responses that can
damage DNA, leading to tumor initiation and promotion
(1,3,34). Several studies have shown that the induction of iNOS
produces large amounts of NO during endotoxemia and under
inflammatory conditions. Therefore, compounds that inhibit
iNOS expression and/or enzyme activity may be beneficial in avert-
ing inflammatory diseases caused by an overproduction of NO.

Effect of Extracts on PGE, Production and COX-2 Expression.
The effects of different concentrations of blackberry extracts on
COX-2 expression in RAW 264.7 macrophages induced by LPS
are shown in Figure 2. For blackberry PAE extracts (0.5 and
5uM), inhibition of COX-2 protein expression ranged from 4.3 to
50.9%. Cells treated with PAE at 50 uM showed significantly
(P < 0.05) increased COX-2 inhibition. For blackberry PAE
extracts at 50 uM concentrations (Figure 2A), inhibition of COX-
2 ranged from 50.9 to 76.6%. WB-7 exhibited the highest activity
against COX-2 with an ICs, value of 19.1 uM, followed by the
UM-601 blackberries (ICso = 19.3 uM), whereas other genotypes
possessed moderate activity (Table 3). For ANC extracts at the
50 uM concentrations, the inhibition of COX-2 was 33.1-60.8%
(Figure 2B). The PAC extracts at 50 uM concentrations inhibited
COX-2 expression by 44.9—75.6% (Figure 2C).

The effects of blackberry extracts (50 uM) on the inhibition of
PGE, production in RAW 264.7 macrophages induced by LPS
are presented in Figure 3. For PAE extracts, inhibition ranged
from 28.0 to 51.6%. The ANC extracts from UM-601, Tupy, and
WB-10 blackberries provided higher inhibition of PGE, produc-
tion than any of the PAE or PAC extracts (Figure 3). The results
in this study show the capability of different polyphenol extracts
to inhibit pro-inflammatory responses in macrophages (RAW
264.7) induced by LPS. During inflammation, iNOS and COX-2
are overexpressed, and some studies have indicated that there
might be cross-talking between the COX-2 and iNOS genes in
macrophages and that such relationships are complex and cell-
type specific (38). Because iNOS is an enzyme responsible for the
overproduction of NO during inflammation (3, 34, 37, 39), com-
pounds that are able to reduce NO production without affecting
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Figure 2. Inhibition of COX-2 expression in RAW 264.7 macrophages
induced by LPS after treatment with extracts (0.5, 5.0, and 50 uM
equivalents of cyanidin 3-O-glucoside) from wild, commercial, and domesti-
cated breeding line of Mexican blackberry extracts: inhibition (%) of COX-2
expression with PAE (A), ANC (B), and PAC (C) extracts. PAE, extract
rich in polyphenolics; ANC, extract rich in anthocyanins; PAC, extract rich in
proanthocyanidins; WB, wild blackberry species; UM-601, domesticated
breeding line of blackberry; Tupy, commercial cultivar. Inhibition was
calculated relative to macrophages treated with 1 zg/mL LPS alone. Data
represent the mean =+ SD from two independent experiments and at least a
duplicate analysis, at P < 0.05.

eNOS or nNOS (isoforms of NOS) may be desirable anti-
inflammatory agents (39). In this context, it has been reported
that the high affinity of polyphenols for proteins and a pos-
sible subsequent conformational change of the enzyme might be
associated with the inhibitory effect on iNOS enzymatic acti-
vity (40). On the other hand, elevated prostaglandin levels are
exhibited in many human cancers due to the up-regulation of
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Figure 3. Inhibition of prostaglandins (PGE,) production in RAW 264.7
macrophages induced by LPS after treatment with extracts (50 uM
equivalents of cyanidin 3-O-glucoside for PAE and ANC, and 50 u«M
equivalents of catechin for PAC) from wild, commercial, and domesticated
breeding line of Mexican blackberry extracts: inhibition (%) of prostaglan-
dins with PAE, ANC, and PAC extracts. PAE, extract rich in polyphenolics;
ANC, extract rich in anthocyanins; PAC, extract rich in proanthocyanidins;
WB, wild blackberry species; UM-601, domesticated breeding line of
blackberry; Tupy, commercial cultivar. Inhibition was calculated relative
to macrophages treated with 1 «g/mL LPS alone. Data represent the
mean £ SD from two independent experiments and at least duplicate
analysis, at P < 0.05.

COX-2. Aberrant activation of cyclooxygenase/prostaglandin
signaling is widespread in human neoplasia, and increased
expression of COX-2 was also demonstrated in animal models
of colitis and in human inflammatory bowel diseases (1, 41).
These findings demonstrated a marked increase in COX-2 during
the inflammatory process and led to the notion that COX-2 alone
is involved in inflammation (34, 42). Polyphenolic-rich PAE
fractions from the wild WB-7 and the domesticated breeding line
UM-601 were the most potent inhibitors of COX-2 expression.

The combined results from this study suggest that dietary
consumption of blackberries may reduce the oxidative stress
generated by NO and the expression of pro-inflammatory pro-
teins such as COX-2 and iNOS, thus increasing the body’s
protection against oxidation—inflammation-related diseases
and, further, that polyphenolic-rich fractions from blackberry
may be attractive targets for use as nutraceutical agents. Given
the particularly strong bioactivities demonstrated by the wild
Mexican blackberries, including the UM-601 breeding line de-
rived from wild parents, we conclude that these genotypes may be
useful in plant-breeding programs designed to obtain new vari-
eties with enhanced nutraceutical potential.
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Table 2. Concentration of Proanthocyanidins (mg/g, Catechin Equivalent) in
Freeze-Dried Samples in Different Extracts and Fractions from Six Mexican
Blackberries®

proanthocyanidins (mg/g of dry weight) (catechin equivalent)

sample/genotype  Tupy?  WB-3°  WB-7  WB-10  WB-11  UM-601¢

CE ND® ND ND ND ND ND
PAE ND ND ND ND ND ND
Sephadex LH-20 fractions’
fraction 10 510.2 1203.2 118.3 778.1 749.9 1323.4
fraction 11 919.8 1224.2 716.7 758.0 716.7 1363.8
fraction 12 307.6 ND ND ND ND ND
average 579.2 1213.7 4175 768.0 733.3 1343.6

2 Detection of proanthocyanidin in the CE and PAE was not possible because of
interference of co-eluting anthocyanins, which had the same absorption in UV at
280 nm as proanthocyanidins. ® Tupy = commercial cultivar. °WB = wild blackberry
genotypes. “UM-601 = cultivated noncommercial blackberry line. °ND = not
detected. "Sephadex LH-20 fractions 10—12 were designated as proanthocyanidin-
enriched fractions.

the polyphenolics (Figure 5A), with the maximum absorption of
UV at 280 nm (Figure 5B). Detailed LC—MS ESI mass spectra
recorded at the m/z range from 200 to 2000 (Figure 5C) showed
the presence of molecular ions for proanthocyanidin monomers,
including catechin and/or epicatechin (m1/z 291.02), dimers of
catechin/epicatechin (m2/z 579.00), and a series of higher degrees
of polymerization, including trimers (m/z 867.01), tetramers (m/z
1155.00), pentamers (m/z 1420.47), and hexamers (m1/z 1736.92). In
addition, a series of ellagitannins were identified in the Sephadex
LH-20 fractions for all blackberry species using LC—MS/MS.
Very limited work characterizing proanthocyanidins in different
blackberry species have been previously reported (27); however,
recent studies have shown that blackberry and raspberry contain
gallotannins and ellagitannins (hydrolyzable tannins) (7, 28).
Gallotannins are composed of gallic acid, whereas ellagitannins
are polymers of hexahydroxydiphenic (HHDP) acid, which is a
dimeric form of gallic acid that can spontaneously lactonize to
form ellagic acid. For both gallotannins and ellagitannins, the
gallic or HHDP acids are esterified to one or multiple glucopyr-
anoses to form diversified polymers (/4).

Characterization of ellagitannin compounds in blackberry
genotypes was challenging because of their complexity, diversity,
and large molecular size. Subsequent MS fragmentation proce-
dures for the predominant positive ions in MS/MS were used to
identify the molecular masses of ellagitannins and conjugates of
ellagic acid in the samples. Whenever possible, chromatographic
retention and literature data were used to support the identifica-
tions of compounds. In the analysis of MS/MS, several ellagi-
tannins were identified in blackberry fractions obtained through
Sephadex LH-20. The identified ellagitanins, in addition to the
ellagic acid (m/z 303.01), included compounds described here-
after. Pedunculagin isomers had a [M + H]" at m/z 801.56, and
the MS/MS spectrum showed fragments at m/z 766.01 (M — 35,
loss of two water molecules) and mi/z 464.56 (M — 302 loss of
HHDP). This compound could be a series of structurally related
compounds with the addition of a water molecule (26). Sanguiin
H-10had a[M + H]" atm/z 1586.32, and the major ions in MS/MS
were at m/z 1568.15 (M — 18, loss of a water molecule), m1/z 1398.23
(M — 170, loss of a gallate unit), m/z 1079.41 (M — 319, loss of a
HHDP group and water molecule), 7/z 917.10 (M — 162, loss of a
glucosyl group), m/z 767.43 (M — 150, loss of a galloyl group), m/z
615.21 (M — 152 loss of a galloyl group), and m/z 453.12 (M — 162,
loss of a glucosyl group). On the basis of the MS/MS spectra and
published data, this peak was tentatively identified as Sanguiin
H-10 (28) in raspberry fruits. Nobotanin A/Malabathrin B had a
[M 4 HJ* at m/z 1736.01; it produced fragments by MS/MS,
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including mj/z 1720.02 (M —169, loss of a gallate group), m/z
1417.21 (M — 302, loss of a HDDP group), m/z 1085.22 (M — 332,
loss of glucosyl and galloyl groups), and m1/z 783.32 (M — 150, loss
of a galloyl group). Similar conclusions for ellagitannin character-
ization have been previously reported (28, 29). Sanguiin H-6/
Lambertianin A had a [M + H]" at m/z 1888.85. The MS/MS
fragmentation patterns of Sanguiin H-6 included m2/z 1869.85 (M —
18, loss of a water molecule), m/z 1569.89 (M — 301, loss of a
HHDP group), and m/z 1230.56 (M — 339, loss of glucosyl and
galloyl groups). The remaining fragments were m/z 933.17 and
633.45. These findings were in agreement with earlier reports in
Rubus ideaus (28, 30). Ellagic acid isomers had a [M + H]" at m/z
479.22 with a fragmentation pattern of m/z 303.45 (M — 160, loss
of a hexose), m/z 257.22, and m/z 229.25 and were tentatively
identified as ellagic acid hexosides, previously detected in pome-
granate juices (37). MS/MS on m/z 301.00 ion afforded ions at m/z
257.14 and 229.00, which have been established as ellagic-acid-like
ions. On the basis of our spectral data and literature, doubly
charged ions (half of the m/z value for the parent ion) were
observed in Sephadex LH-20 fractions 10—12 spectra, contribut-
ing to the complexity in identifying ellagitannins in blackberry
fruits.

To characterize the extracts from blackberries, it was necessary
to repeatedly perform fractionation steps using Amberlite XAD-
7 and Sephadex LH-20 resins. The use of HPLC—ESI-MS/MS
facilitated the identification and quantification of the major
polyphenolic groups in blackberry genotypes. The data indicated
that the combination of Amberlite XAD-7 and Sephadex LH-20
column chromatography was a suitable method for the purifica-
tion of anthocyanins, proanthocyanidins, and other flavonoids in
the wild Mexican blackberries and provided reproducible and
reliable quantification. Polyphenolic groups identified in this
study, including anthocyanins and condensed and hydrolyzable
tannins, varied widely among the six blackberry genotypes. The
commercial Tupy cultivar had a relatively low anthocyanin
content as compared to the wild genotypes and domesticated
noncommercial line (UM-601). Considerable variability in the
proanthocyanidin content was also observed in the HPLC spectra.

Previous reports have indicated difficulty in both achieving
adequate separation of anthocyanin and proanthocyanidin
classes of phytochemicals and accurate identification and quan-
tification in general (/3). In this study, the main polyphenolic
groups in blackberry were isolated, categorized, and character-
ized separately, which permitted a more rigorous estimation of
polyphenol content. Most previously published data have been
reported on the basis of the estimation of the total phenolics in
berries and other fruits using Folin—Ciocalteu and other colori-
metric methods and have estimated the total phenolics in the
range of 12.1—23.5 mg/g of dry weight (gallic acid equivalent) in
commercial blackberry cultivars, such as Choktaw, Thornless,
and Triple Crown (4, 12, 32, 33). In another report (26), the
anthocyanin content in the blackberry cultivar “Apache” was
estimated at 2.6 mg/g, which was comparable to the Mexican
cultivar “Tupy” evaluated in this study. However, the wild and
cultivated Mexican berries (except WB-3) contained more than
twice the anthocyanin content compared to the commercial
cultivar (Tupy). Other researchers have reported anthocyanins
in the range of 7.94—18.1 mg/g of dry weight (cyanidin 3-O-
glucoside equivalent) in commercial blackberry fruits (8, /2). Gu
etal. (27) reported 0.27 mg/g of fresh weight (catechin equivalent)
proanthocyanidins in blackberries. Proanthocyanidins were not
quantified in CEs in this study but were easily characterized in the
enriched fractions 10—12 at high concentrations.

Although blackberries as analyzed in this study contained
mainly anthocyanins (cyanidin 3-O-glucoside), condensed
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(proanthocyanidin) and hydrolyzable tannins were observed in
appreciable amounts. To the best of our knowledge, this was the
first report that details the characterization of polyphenolics in a
number of Mexican blackberry genotypes, after separation into
three main polyphenolic groups known for their potent in vivo and
in vitro bioactivities. This study demonstrated that the four
Mexican wild blackberry genotypes exhibit high polyphenolic
concentrations and can be used as a plant source rich in polypheno-
lics for breeding programs aimed at developing new cultivars/
varieties with elevated polyphenolic content.
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