JQ | 2% Universidad Auténoma de Sinaloa
e Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas

Programa Regional de Posgrado en Biotecnologia
Maestria en Ciencias con Orientacion en Biotecnologia

Identificacion de Compuestos Bioactivos
de dos Especies del Género Rubus del
Estado de Sinaloa y Evaluacion del
Potencial Antioxidante y Prooxidante
sobre Gliomas Murinos

TESIS

que presenta
Biol Oscar Abel Sanchez Velazquez

para obtener el grado de
Maestria en Ciencias con
Orientacion en
Biotecnologia Agroalimentaria

Director de Tesis
Dr Edith Oliva Cuevas Rodriguez
Dr Jorge Milan Carrillo

Culiacan Rosales, SIN, MEX Junio 2016



El presente trabajo de investigacion, titulado “ldentificacion de compuestos
bioactivos de dos especies de zarzamoras silvestres (Rubus liebmannii y Rubus
palmeri) del estado de Sinaloa y su efecto oxidante biolégico sobre lineas celulares
de cancer’, se realiz6 en los laboratorios del Programa Regional de Posgrado en
Biotecnologia y en el Laboratorio de Productos Naturales de la Faculta de Ciencias
Quimico-Biologicas, de la Universidad Autbnoma de Sinaloa. Como asesores
académicos participaron: Dra. Edith Oliva Cuevas Rodriguez (Directora de Tesis),
Dr. Jorge Milan Carrillo (Director de Tesis), Dr. Julio Montes Avila y Dr. Edgar Rangel
Lopez. Este proyecto se realizd de manera interinstitucional participando:
Universidad Autbnoma de Sinaloa, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez, Instituto Tecnoldgico de Tijuana, Instituto Nacional de
Cancerologia, Universidad Nacional Autonoma de México. Este proyecto conto con
el financiamiento de PROFAPI/058-2014 (Responsable técnico Dra. Edith Oliva

Cuevas Rodriguez).






AGRADECIMIENTOS

Primeramente agradezco a mis padres, Oscar y Aleyda por todo el apoyo
constante e incondicional que me han brindado durante mi vida académica, por
estar siempre al pendiente de mis logros y tropiesos, por su infinito amor y por ser

mi mayor fuente de inspiracion para ser una mejor persona dia con dia.

A mis hermanos, Anabella y Carlos, mis mejores aliados en esta vida, les
agradezco aguantarme y regafiarme, pero sobre todo, espero ser un buen ejemplo
para ustedes y que en mi vida sigan siendo parte del motor que me motiva a ser

mejor persona y mejor profesional.

A mis abuelos, Anita, Gaspar, Bella y Abel por ser los testigos constantes
de mi andar en la vida, darme animos y tolerar mis ausencias. Cuando sea grande

espero no tener niestos tan batallosos como yo.

A mi familia le doy las gracias por aportar todo de si mismos para que esta, y
otras metas, se hayan cumplido a cabalidad. También por abrirme las puertas de

sus hogares y de sus corazones y que sigan siempre todos mis pasos.

A la Dra. Edith Cuevas, le ofrezco todo mi agradecimiento por se el pilar
fundamental de la realizacion de este proyecto, por las buenas charlas productivas,
por escuchar y apoyar mis planes futuros, por sus constantes esfuerzos en
convertirme en un mejor prefesionista, pero principalmente, le agradezco que haya

creido en mi.

Al Dr. Jorge Milan por su apoyo para echar a andar este proyecto y por

comaprtir su experiencia profesional para echar a andar el trabajo.



Al Dr. Edgar Rangel por permitirme trabajar a su lado, brindarme parte de sus
conocimientos, por apoyar mi crecimiento académico y por dejarme encontrar a una

persona valiosa que pone lo mejor de si para que las cosas salgan adelante.

Al Dr. Julio Montes, le agradezco darme la oportunidad de trabajar bajo su
asesoria y compartirme sus espacios de trabajo, su tiempo, sus conocimientos vy,

sobre todo, su buen humor.

A mis comparieros de laboratorio 18, a los que ahora llamo amigos. Sélo me
queda agradecerles por ser parte vital de este proyecto, que sin su apoyo e interés
esto hubiese sido mucho mas dificl. De manera especial extiendo mi
agradecimiento a las tropas mora, moringa, maiz y garbanzo, integradas por Diana,
Lili, Anita, Yudith, Mariela, Diego, Neto, Alfredo, Yuri, Evelyn, Radamés,

Carlos, Nallely, Dulce, Gaby y Daniel.

De igual manera les doy las gracias a mis compafieros del INNN, a los
“excitadores” llinova, Hugo, Cinthia, Erika, a las Marys, Anita, Gaby. También a
los patdlogos Nara, Carlos, Jorge, Ricardo, Yéssica, Ilvan, Gustavo y Tere. Asi
como a los chicos del INCan Carlitos y Karen. Sin su apoyo mi estancia no hubiese

sido tan grata.

De igual manera agradezco la asesoria botanica que recibi del Dr. Rito Vega,
la maestra Cecilia, el maestro José Gerardo, el maestro Adrian y la maestra

Gilda.



Por ultimo, agradezco a todas las personas que directa e indirectamente han
aportado un granito de arena para el desarrollo de este proyecto y han contribuido

en mi crecimiento personal y profesional.



iNDICE GENERAL

iINDICE DE CUADROS
iINDICE DE FIGURAS

VI

RESUMEN
INTRODUCCION
REVISION DE LITERATURA
A Biodiversidad de México
1 Biodiversidad de Sinaloa
B Género Rubus
C Frutos de Rubus
1 Compuestos bioactivos de frutos de Rubus
a Polifenoles
i Flavonoides
a) Antocianinas
ii Taninos
a) Taninos hidrolizables o elagitaninos
b) Taninos condensados o proantocianidinas
b Otros Compuestos y Micronutrientes
D Efecto de compuestos bioactivos de Rubus sobre enfermedades
cronico-degenerativas (ECD)
1 Cancer
a Canceres del Sistema Nervioso Central (SNC)
i Gliomas
JUSTIFICACION
HIPOTESIS
OBJETIVOS
A Objetivo General
B Objetivos Especificos
MATERIALES Y METODOS
A Materiales

37
39
39
45
46
47
47
47
48
49



B Métodos
1 Identificacidén de las especies silvestres de Rubus
2 Liofilizacién de frutos
3 Composicién quimica
a Proteinas
b Lipidos
c Cenizas
d Humedad
e Carbohidratos
4 Caracterizacion de Minerales por Analisis por
Espectroscopia de Absorcion Atomica (EAA)
5 Fraccionamiento de compuestos bioactivos de zarzamora
a Extractos crudos (EC)
b Separacion de la Fraccion No Polar (FNP)
¢ Fraccién Rica en Polifenoles (FP) y Fraccién de
Carbohidratos (FCHO)
i Fraccion Rica en Antocianinas (FRA) y Proantocianidina
(FRP)
6 Caracterizacion de las fracciones obtenidas de zarzamoras
silvestres
a ldentificacion de antocianinas
i Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
ii Cromatografia liquida de-ionizacion por electrospray-
espectrometria de masas (Liquid Cromatography-
Electrospray lonization-Mass Spectrometry (LC-ESI-MS))
b Identificacion de proantocianidinas
i HPLC
i Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
protones ('H) y carbono (*3C)
¢ Analisis por GC-MS de la Fraccion No Polar

50
50
51
51
51
52
52
53
53
53

54
54
54
54

56

57

57

57
58

58
58
59

59



d Derivatizacién y analisis por GC-MS de la Fraccion Rica
en Carbohidratos (FCHO)

7 Contenido de polifenoles totales del fruto completo,

fracciones de polifenoles (FP), antocianinas (FRA)y
proantocianidinas (FRP)
Capacidad antioxidante (ORAC) del fruto, fracciones de
polifenoles (FP), antocianinas (FRA) y proantocianidinas
(FRP)

a ORAC Hidrofilico

b ORAC Lipofilico de la Fraccién No Polar (FNP)
Determinacion de actividad antioxidante en células HepG2
(AAC)

a Cultivo de células HepG2

b Ensayos de actividad antioxidante celular (AAC)

¢ Cuantificacion de la AAC

10 Evaluacion del potencial anticancerigeno de extractos de

zarzamoras sobre lineas celulares de glioma murinos
a Preparacion de Medio de Cultivo
b Preparacién de extractos
c Cultivo celular
d Aplicacion de tratamoientos
e Tincion con Cristal Violeta
f Validacién con Rojo Neutro

g Tincién con Eosina-Hematoxilina

11 Determinacion de Dafo Oxidativo

a Ensayo de Lipoperoxidacion

b Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

¢ Determinacion de Genotoxicidad
i Purificacion de ADN Gendmico
ii Electroforesis y revelado de ADN

12 Disefo experimental y analisis estadistico

60

60

61

61
62
63

63
63
64
65

65
65
66
66
67
67
68
68
68

69
70
71
71



VIl RESULTADOS Y DISCUSION
A IDENTIFICACION DE ESPECIES

1 Rubus liebmannii

2 Rubus palmeri

3 Rubus coriifolius
B CARACTERIZACION QUIMICA DE ESPECIES SILVESTRES DE
Rubus

1

2
3
4

Composicion quimica de frutos de Rubus

Perfil de Minerales

Identificacion y cuantificacion de la fraccion no polar (FNP)
Identificacion y cuantificacion de la fraccion de carbohidratos
(FCHO)

Contenido de Polifenoles Totales

|dentificacion y cuantificacion de las fracciones ricas en
antocianinas (FRA)

|dentificacion y cuantificacion de las fracciones ricas en

proantocianidinas (FRP)

C CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS FRACCIONES DE R.
liebmanniiy R. Palmeri

D EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD DE FITOQUIMICOS DE
Rubus SILVESTRES

A~ WO N -

5

Actividad antioxidante sobre células HepG2

Efecto citotdxico de las fracciones sobre células C6 y RG2
Determinacion de peroxidacion lipidica

Formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
Determinacion de genotoxicidad

VIl CONCLUSIONES
IX BIBLIOGRAFIA
X ABREVIATURAS

72
72
72
75
77
80

80
82
84
86

89
92

101

111

114

114
118
128
132
136
139
142
168



Cuadro
1

10

11

12

13

14

iNDICE DE CUADROS

Subgéneros de Rubus y numero de especies reportadas en
literatura.

Especies de Rubus con efectos bioactivos sobre la salud
humana.

Antocianinas identificadas en frutos de Rubus.

Composicion quimica de especies silvestres del género Rubus
colectadas en El Palmito, Sinaloa.

Concentracion de minerales presentes en frutos liofilizados (FL)
de Rubus liebmannii y Rubus palmeri

Caracterizacion de la fraccion no polar (FNP) de R. liebmannii'y
R. Palmeri

Caracterizacion y contenido de carbohidratos de R. liebmannii'y
R. Palmeri

Contenido de compuestos fendlicos totales presentes en el fruto
y fracciones de R. liebmanniiy R. Palmeri

Porcentaje de antocianinas individuales presentes en frutos
liofilizados de ambas especies de Rubus

Capacidad antioxidante del fruto liofilizado y las fracciones de R.
liebmanniiy R. palmeri.

Actividad antioxidante celular (AAC) de fracciones ricas en
antocianinas (FRA) de las especies silvestres de Rubus
Actividad antioxidante celular (AAC) de fracciones ricas en
proantocianidinas (FRP) de las especies silvestres de Rubus
Citotoxicidad sobre células C6 a 24 y 48 h de exposicion a las FP,
FRA, FRP y FNP de ambas especies.

Citotoxicidad sobre células RG2 a 24 y 48 h de exposicion a las
FP, FRA, FRP y FNP de ambas especies.

Pag
11

18

27
81

83

85

87

89

100

112

116

117

120

122



Figura

~N OO o B~

10
11
12
13
14

15
16

17

18

INDICE DE FIGURAS

Estructura del nucleo flavan, presente en flavonoides

Estructura quimica de compuestos derivados de flavonoides
Estructura quimica del ion flavilio: un benzopirilio y un anillo
fendlico

Antocianinas indentificadas en especies de Rubus

Clasificacion de taninos

Estructura de un elagitaninos monomeéricos

Ejemplo de la estructura quimica de una proantocianidina
oligomérica

Sitio de colecta de especies silvestres de Rubus dentro del terreno
ejidal de El Palmito, Concordia, Sinaloa

Proceso de obtencién de fitoquimicos (fraccionamiento) de frutos
liofilizados de R. liebmanniiy R. Palmeri

Muestras vegetales empleadas para la identificacion de R.
Liebmannii

Distribucion geografica de R. liebmannii en el territorio nacional
Muestras vegetales empleadas para la identificacion de R. palmeri
Distribucion geografica de R. palmeri en el territorio nacional
Muestras vegetales empleadas para la identificacion de Rubus
coriifolius

Distribucion geografica de R. coriifolius en el territorio nacional
Cromatogramas de HPLC y LC-ESI-MS de antocianinas de frutos
de R. Liebmannii y Rubus palmeri

Fragmentacion de antocianinas presentes en frutos de R.
liebmannii de 145-1000 m/z y Rubus liebmannii

Cromatogramas de HPLC y LC-ESI-MS de antocianinas de frutos
de Rubus palmeri

Pag
22
22
25

25
30
30
32

Vi



19

20
21
22
23
24
25

26

27

28

29

30
31

Fragmentacion de antocianinas presentes en frutos de Rubus 98

liebmannii de 160-800 m/z

Cromatogramas obtenidos por HPLC

Espectro de masas (MS/MS) de la FRP de Rubus liebmannii
Espectro de masas (MS/MS) de la FRP de Rubus palmeri
Espectro de la FRP de Rubus liebmannii por RMN 'H
Espectro de la FRP de Rubus liebmannii por RMN 3C
Viabilidad de células RG2 tratadas con la fraccion rica en
antocianinas (FRA) de Rubus liebmannii por 48 h

Viabilidad de células C6 y RG2 tratadas con la FRP Rubus
liebmannii por 24 y 48 h

Viabilidad de células C6 tratadas con la fraccion no polar (FNP)
de Rubus palmeri por 48 h

Formacion de MDA por exposicion de proantocianidinas sobre
células C6 y RG2a24 hy48h

Formacion de ROS sobre células C6 a 24 h de exposicion
Formacion de ROS sobre células RG2 a 24 h de exposicion

ADN tefido con ioduro de propidio en gel de agarosa

103
104
106
108
109
124

126

127

131

134

135
138

Vii



| RESUMEN

Las zarzamoras (Rubus spp) son frutos que se encuentran en casi todo el planeta.
Estos frutos son atractivos por sus compuestos bioactivos como polifenoles. En la
dieta humana estos compuestos ayudan en funciones quimiopreventivas y curativas
ante distintos padecimientos, como el cancer. Por tanto los compuestos bioactivos
de frutos de Rubus representan una alternativa terapéutica ante cancer como los
gliomas, cuya sobrevida después del primer afio no sobrepasa el 1 % de los casos.
Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el potencial
nutracéutico de compuestos bioactivos de dos especies nativas de zarzamoras del
estado de Sinaloa. Los resultados obtenidos indican que la taxonomia de las
muestras colectadas en El Palmito, Sinaloa se encuentran 3 especies de zarzamora
(R. liebmannii, R. palmeri y R. coriifolius), del analisis de frutos liofilizados de R.
liebmannii y R. palmeri presentan como: K, Ca, Mg, Na, Mn, Fe, Zn y Cu; acidos
grasos y otros compuestos lipofilicos destacando la presencia de ac. linolénico
(28.0%) y ac. oleico (30.7%) y de carbohidratos (fructosa mayoritariamente en
ambas especies). La semipurificacion de antocianinas y taninos perfimitieron aislar
e identificar compuestos como cianidina-3-glucdsido, elagitaninos (lambertianinas y
sanguiinas) y proantocianidinas (catequinas y sus derivados e isébmeros) en ambas
especies, los derivados de casuarictina los encontrados con mayor frecuencia. Por
otra lado, la capacidad antioxidante por el método ORAC sugiere que la fraccién
rica en proantocianidinas (FRP) es alrededor de 20 veces superior a la encontrada
en el fruto y 1.3 veces a la de la fraccion rica en antocianinas (FRA) en R. liebmannii,
mientras que en R. palmeri la FRP mostr6 valores 19 veces con respecto al fruto y
1.3 veces por encima de la FRA. En la actividad antioxidante celular (AAC) se
encontré que las FRP de ambos frutos valores de 4.68 umol EQ/ug bs a 1 yg/mL en
R. liebmannii y de 3.87 pmol EQ/ug bs 1 ug/mL en R. palmeri. Las pruebas sobre
células C6 y RG2 mostraron el mayor efecto citotoxico en exposiciones de 48 h con
la FRP de R. liebmannii a una concentracion no superior a 100 pg/mL. De igual
manera la FRA de R. liebmannii mostr6 mayor valor en la formacién de
malonildialdéhido (MDA), en células RG2 y a 48 h para células C6. Los indices mas
altos de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se observaron cuando
la FRP fue probadas junto con nanoparticulas de hierro, a 24 h de exposicion las
células C6 senalan un mayor formacion de ROS a una concentracion de 0.5 pg/mL,
mientras que en RG2 el mayor efecto se observd a 100 ug/mL. En los ensayos de
genotoxicidad se encontré un mayor efecto en células a 24 h de exposicion a una
concentracion de 100 yg/mL. Los compuestos bioactivos identificados en frutos de
zarzamoras silvestres del estado de Sinaloa mostraron tener efecto antioxidante en
ensayos in vitro y sobre células C6, ademas, y muestran un comportamiento
prooxidante sobre células tumorales de gliomas murinos, lo cual nos sugiere que
estos compuestos fitoquimicos presentan potencial terapéutico para este y otro tipo
de padecimientos.

Palabras clave: zarzamora, Rubus, antioxidante, prooxidante, cancer, glioma,
fendlicos



Il INTRODUCCION

Los frutos de especies del género Rubus, conmunmente conocidos como
moras, zarzas, frambuesas y zarzamoras se distribuyen por todas las tierras
emergidas, exluyendo unicamente territorios antarticos y han sido empleados en la
etnobotanica y herbolaria tradicional en distintas culturas por milenios para tratar
distintos padecimientos tanto infecciosos como no infecciosos (Hummer, 2010). En
el mundo existen varios cientos de especies dentro del género Rubus (acorde a la
fuente que se consulte), de las cuales s6lo algunas zarzamoras (Rubus fruticosus,
Rubus occidentalis, Rubus coreanus, Rubus ulmifolius), frambuesas (Rubus
ideaus), sus hibridos y variedades son explotadas agricolamente de manera
intensiva, donde solo en México produejeron para el 2014 cerca de 123 mil
toneladas de frutos, lo que representd una derrama econdémica para el pais de mas

de 659 mdd (SAGARPA, 2015).

Sin embargo, la mayoria de las especies, hibridos y variedades explotadas en
el territorio nacional son de origen extranjero, por tanto se tienen que pagar
cuantiosas regalias a las empresas e instituciones que poseen las patentes (Weber,
2012). Por otra parte, México cuenta con cerca de 30 especies nativas de Rubus
las cuales practicamente no han sido aprovechadas en comparacion con las
domésticadas, por lo que su uso se confina a pequefos productores o simplemente
no tienen un uso que sea fuera de satisfacer necesidades alimenticias de
recolectores o como fuente terapéutica en tratamientos herbolarios diversos con

bajo sustento cientifico (Rzedowski y Calderon-Rzedowski, 1981).



Diversas investigaciones sobre frutos de distintas especies de Rubus han
demostrado que en éstos existe una amplia gama de compuestos con diferentes
propiedades bioquimas, destacando entre ellas las de caracter antioxidante (Ahmad
y col., 2015). Dentro de estos compuestos antioxidantes sobresalen los derivados
de polifenoles como flavonoides (antocianinas y flavonoles) y taninos
(proantocianidinas y elagitaninos) (Lee y col., 2012). La produccion, diversidad y
cantidad de estos y otros biocompuestos se debe al genotipo y las presiones de
agentes endogenos y exdgenos sobre las plantas mismas, de tal manera que los
materiales cultivados al estar al cuidado de fruticultores y ser ellos quienes cubre
muchas sus necesidades basicas como agua, nutrientes y elimicacion de plagas,
las plantas no explotan el potencial fitoquimico en contraste con plantas de habitos

silvestres (Sarhanova y col., 2012; Martin y col., 2013).

En plantas de Rubus que crecen en la naturaleza de manera “autosuficiente”
se ha observado que al estar expuestos a una mayor variedad de agentes
estresantes como UV, baja calidad nutrimental del suelo, constante ataque de
patogenos y herbivoros, competencia por espacio y recursos con otras plantas,
estiaje, temperaturas extremas, etc., la produccion de compuetos como los
polifenoles mencionados son empleados para comabtir estados de estrés oxidativo
y para protejer directamente biomoléculas y tejidos expuestos a estas condiciones,
por lo que se ha encontrado una mayor cantidad de estos compuestos protectores,
no solo en tejidos vegetativos, sino también en tejidos reproductivos como flores,
semillas y, especialmente, en frutos (Deighthon y col., 2000; Genebra y col., 2014;

Ahmad y col. 2015).



Los derivados fendlicos y compuestos lipofilicos como los tocoferoles, son
fitoquimicos que ayudan a los tejidos vegetales a sobrellevar las condiciones poco
favorecedoras de desarollos como las mencionadas anterioirmente, pero ademas
de ello, si se les incluye en la dieta favorecen la salud de los consumidores ante
diverosos padecimientos infecciosos como parasitarios, fungicos, virales y
bacterianos, de igual manera ante enfermedades no infecciosas como crénicas y
degenerativas, incluyendo el cancer (Bushman y col., 2004; Barbosa y col., 2006;

Kylli y col., 2011; Giovanelli y col., 2014).

El cancer es definido por la OMS (2015) como “el proceso y diseminacion
descontrolada de células que puede aparecer en cualquier parte del cuerpo”, siendo
esta una de las principales causas de muerte en el mundo junta en enfermedades
asociadas con problemas cardiacos y diabéticos. Dentro de los tipos de cancer mas
comunes se encuentran el cancer de pulmén, de mama, linfoma y colorectal, cuya
sobrevida es por encima del 50% en casos de deteccion temprana (ACS, 2015a).
Sin embargo, en canceres como los de origen en el sistema nervioso central (SNC),
< 1% de los pacientes con diagndstico oportuno tiene la oportunidad de superar la

enfermedad (ACS, 2015b).

En cancer mas comun, que se origina en el SNC, es el glioma (ACS, 2015b).
Este tipo de cancer se produce en células gliales como astrocitos, oligodendrocitos
y microgliales, quienes son las responsables de darle sostén y proteccion a las
mismas neuronas Yy regulan el estado homeostatico en el mismo SNC,
principalmente en cerebro (Jersen y Mirsky, 1980). Para tratar este tipo de cancer

se han aplicado distintos tratamientos, iniciando por una remosion quirurgica



combinada con radioterapia y quimioterapia con farmacos potentes que son poco
especificos al momento de atacar del glioma (Memelak y Jacoby, 2007). Por ello se
han buscado tratamientos alternativos para tratar padecimientos de esta naturaleza,
principalmente los de fuentes naturales que provean compuestos capaces de

generar dano celular que detenga o limite la progresion de gliomas (Kim, 2012).

Los compuetos anti radicales libres de frutos de Rubus silvetres han mostrado
efectos antioxidantes neuroprotectores en tejidos sanos y a la vez, efectos
citotoxicos prooxidantes en experimentos in vitro sobre lineas celulares de glioma
murino y humano y en pruebas in vivo sobre gliomas en modelos murinos (Zhao y

col., 2010; Kim y col., 2012; Chu y col., 2013; Kula y col., 2015; Lee y col., 2016).



Ill REVISION DE LITERATURA
A Biodiversidad de México

Se define como biodiversidad o diversidad bioldgica al conjunto de especies
que se encuentran en un sitio geografico especifico (Garcia-Olmedo, 2009) y se
compone de la variedad de formas de vida de una region como resultado de miles
de millones de afios de procesos evolutivos naturales (Fatuyma y col., 2009). La
biodiversidad también abarca los diferentes ecosistemas y la diversidad genética
dentro de las especies, asi como las interacciones existentes entre estos (UNEP,
2010). En el planeta se han descrito aproximadamente 2 millones de especies
(Chapman, 2009), sin embargo, se algunas estimaciones mencionan la existencia
de entre 11 y 12 millones (Pullin, 2002) hasta 30 millones de especies totales en el

planeta (Erwin, 1982).

México, al ubicarse entre los 32° y 14° norte y 86° y 118° oeste, es la zona de
convergencia de las dos zonas biogeograficas del occidente del globo: el Neartico
y el Neotropico. Estas caracteristicas, aunadas a la orografia de los casi 2 millones
de km? del territorio continental y mas de 3 millones de km? de zona maritima
exclusiva, crean una gran variedad de climas y ecosistemas dentro de los cuales se
ha calculado que coexisten entre el 10 y 12% de todas las especies bioldgicas

catalogadas por la ciencia (SERMARNAT, 2015).

La diversidad biologica representa para los humanos uno de los patrimonios
mas preciados con los que cuenta, ya que esta representa su principal fuente
alimenticia, de materias primas, de servicios ambientales, econdomica vy

farmacoldgica (Mendelshon y Balick, 1997; Wilson, 2002). Este ultimo aspecto es



de suma relevancia, puesto que el mundo biolégico es el mayor reservorio de
compuestos medicinales, principalmente de origen bacterioldgio, micotico y, sobre

todo, vegetal (Mendelshon y Balick, 1995; GMO, 2006).

1 Biodiversidad de Sinaloa

El estado de Sinaloa se ubica en la parte central del NO mexicano, entre los
22° 31"y los 26° 56’ N y los 105° 24’ y los 109° 27’ O, limitando al N con el estado
de Sonora, al NE con Chihuahua, al E con Durango, al SE con Nayarity al S, Oy
NO con el Golfo de California y tiene una superficie territorial de 58,092 km?.
Geomorfolégicamente, Sinaloa es el producto de desprendimientos del eje
montafoso de la Sierra Madre Occidental, a consecuencia de acciones tectonicas
del periodo Terciario. Las condiciones climaticas del territorio son variables acorde
a la altitud y geoposicién, ya que en las llanuras costeras (< 200 msnm) el clima es
calido subhumedo (Aw) en el centro y sur del estado, mientras que en el noroeste
decrecen las precipitaciones, lo que genera un clima mas seco y arido (BW). De
manera contrastante, en las regiones relativamente altas del estado (>1000 msnm)
las condiciones climaticas favorecen mayores precipitaciones y un clima mas fresco
(Cifuentes-Lemus y Gaxiola-Lépez, 2003). Dichos aspectos geograficos propician
en el estado la existencia de diversos ecosistemas tanto marinos como terrestre,
encontrandose entre los principales los manglares, marismas, bosques espinosos,
bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios, bosques de pino-encino y
bosques mesofilos de montafia, acarreando con ellos una amplia gama de
diversidad bioldgica, influenciado tanto por especies del Neoartico como del

Neotropico (Cifuentes-Lemus y Gaxiola-Lopez, 2006).



Dentro de los grupos biolégicos mas representativos del Sinaloa se encuentra
el de la flora vascular con cerca de 7,500 especies estimadas (Vega-Avifia y col.,
1989), donde se agrupan plantas con tejidos conductivos compuesto por el xilema
y el floema, las cuales producen semillas y hojas y tienen cuerpos lignificados o
herbaceos. Se cree que estas plantas evolucionaron a partir de algas de habitos
terrestres que tenian la capacidad de producir metabolitos secundarios para

prosperar en las condiciones adversas del medio terrestre (Mauseth, 2003).

Esta rigueza de especies vegetales presente en Sinaloa se compone
principalmente de las familias asteraceae (girasol, manzanilla, cartamo), fabaceae
(frijol, tabachin, guamuchil), poaceae (carrizos, pastos, maiz,), solanaceae (tomate,
chile), cucurbitaceae (pepino, calabaza) y cactaceae (cardén, nopal, tuna), todas
estas con algunos especimenes de interés economico (Vega-Avifia, 2000; Cifientes-
Lemus y Gaxiola-Lépez, 2002). Este aspecto ha influenciado directamente el
desarrollo de actividades agroalimentarias en el Sinaloa actual, dejando por un lado
el aprovechamiento de muchas de las especies nativas poco explotadas o
reemplazandolas por variedades o especies introducidas que son de origen
extranjero. Tal es el caso de las zarzamoras nativas (Rubus), no sélo sinaloenses,
sino de todo el territorio nacional, cuya produccién ha sido desplazada por el cultivo
de especies, variedades e hibridos no nativos, dejando por un lado un componente
importante de la agrodiversidad con potencial agroalimentario propio de México
(Parra-Quezada y col, 2007; Perales-Rivera y Aguirre-Rivera, 2009; Cardenas-

Castillo, 2013; Barberi, 2013).



B GENERO Rubus

Rubus es un género que abarca algunas de las llamadas berries, frutas del
bosque o frutillas, que incluyen las moras, zarzas, frambuesas y zarzamoras, las
cuales son dicotiledéneas perteneciente al orden de los Rosales, siendo Rubus uno
de los aproximadamente 130 géneros estimados dentro de la familia Rosaceae
(Grijalva y col., 2007), que a su vez comprende rosales, manzanos, perales, fresas,
ciruelos y demas plantas de interés socioeconémico (Cancino-Escalante y col,
2012). Existen distintas estimaciones sobre la cantidad de especies que componen
este género, puesto que Rzedowski y Calderén de Rzedowski (1981) estiman
aproximadamente 250 especies, mientras que algunos otros autores mencionan
que hay en el mundo entre 700 y 750 especies (Alice y Campbell, 1999; Tomczyk y
Gudj, 2005) agrupadas en 12 subgéneros, aunque recientes clasificaciones
basadas en el mismo sistema mencionan una cantidad especifica de sélo 429
especies dentro de los mismos 12 subgéneros (Mertz y col., 2007) (Cuadro 1). Pese
a este escenario, uno de los trabajos mas exhaustivo para determinar la cantidad
de especies dentro del género Rubus es el que realiza el Jardin Botanico de Nueva
York, donde del total de 2,208 especimenes descritos a través de los afos, se han
aceptado sélo 331 como especies verdaderas (TPL, 2014), tomando como especie

tipo a Rubus fruticosus L.

Las plantas de Rubus son arbustos perennes de habitos rastreros y/o

trepadores, con espinas coriaceas curveadas; los tallos son arqueados o



Cuadro 1. Subgéneros de Rubus y numero de especies reportadas en literatura.

Subgéneros Numero de Cédigo Costo

Especies Monofilético*
Anoplobatus (Focke) Focke 6 An 15
Chamaebatus (Focke) Focke 5 Cb 6
Chamaemorus (Hill) Focke 1 Cm AND
Comaropsis (Rich.) Focke 2 Co AND
Cylactis (Raf.) Focke 14 (4 series) Cy 28
Dalibarda (L.) Focke 5 Da 25
Dalibardastrum Focke 4 Ds 3
Idaeobatus (Focke) Focke 117 (9 secciones) Id 31
Lampobatus Focke 10 La 23
Malachobatus (Focke) Focke 115 (7 secciones) Ma 2
Orobatus Focke 19 Or

Rubus L. (5 Eubatus Focke) 132 (6 secciones) Ru

Alice y Campbell, 1999.
*Representa el numero de estudios requeridos para llegar a tal cifra concluyente.

AND: No Disponible.



erectos, cubiertos de pilosidades (en ocasiones glandulares) o glabros, herbaceos
o lignificados; hojas compuestas, alternas, pilosas o glabras, de margen dentado,
generalmente lanceoladas; inflorescencias terminales pilosas, glandulares o
glabras; flores actinomarficas (simetria radial), pentaméricas, perfectas, con pétalos
de blanco a morado; frutos en polidrupas persistentes o caedizas, con coloracion

del amarillo al morado oscuro (Linneo, 1753).

La distribucidon geografica del género abarca especialmente las zonas
templadas del hemisferio norte, pero se les puede encontrar por todo el mundo (con
excepcion de la Antartida), incluidas islas oceanicas, cordilleras tropicales y hasta
en el circulo polar artico (Alice y Campbell, 1999), estando de manera silvestre o
domesticada, con un numero aun mayor de subespecies, variedades e hibridos
producidos natural y antropogénicamente (Hummer, 2010). Las plantas dentro del
género son de habitos vegetativos diversos, ya que se les puede encontrar en forma
arbustiva, rastrera y/o trepadora, en ocasiones se agregan varias plantas y forman
corredores extensos de comunidades de Rubus de una o mas especies dentro de
cierto terreno (Rzedowski y Calderon-Rzedowski, 2005). De esta manera se les
puede encontrar tanto en forma individual, dispersa o en agrupaciones, pudiendo
darse algunos hibridos entre Rubus vecinas (Alice, 1999). Ecolégicamente, cumplen
un papel vital en la colonizacién de nuevos terrenos (vegetaciéon secundaria),
adaptandose a distintos tipos de suelos e iluminacion, creando condiciones
atractivas para la invasion de otros grupos botanicos mas exigentes (vegetacion
primaria), ya que atraen a dispersores de semillas como aves, mamiferos e

insectos, creando refugios entre sus tallos y hojas espinosas, proporcionan sitios de
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caza y demas (Weber, 1992; Amsellen y col., 2000; Caplan y col., 2010; Gorchov y

col., 2011; Ernoult y col., 2013; Gutiérrez-Guzman, 2014).

La variabilidad genética del género Rubus producida por los distintos factores
evolutivos ha dado como resultado que las especies generen sus propios
compuestos fitoquimicos para tolerar las condiciones climaticas especificas a sus
sitios de distribucion (Baret, 2003; Morden, 2003; Robbins, 2003). Muchas especies
de Rubus crecen en sitios tropicales o subtropicales y sufren los drasticos cambios
meteoroldgicos impuestos por el clima durante las transiciones estacionales o
inclusive en un mismo dia, como la oscilaciéon en la humedad relativa, lluvias
torrenciales, estiaje, temperaturas extremas, ademas de factores bioticos como el

ataque de fitéfagos y patédgenos (Sarhanova y col., 2012; Martin y col., 2013).

En términos etnobotanicos, se trata de un género valorado en los cinco
continentes por sus propiedades pigmentantes, medicinales, alimenticias y
nutricionales en general (Brown, 1980; Navarro y Avendafno, 2002; Mertz y col.,
2007; Barbosa y col., 2007; Acosta-Montoya y col., 2010). El uso de Rubus en la
medicina y gastronomia nativas ha sido reportado por escritos de culturas como la
griega, india, romana, china y egipcia (Hummer, 2010). En los ultimos afios se le ha
prestado especial atencion a las propiedades antioxidantes de los frutos maduros e
inmaduros de distintas especies de Rubus domesticadas y silvestres (Acosta-
Montoya y col., 2010), debido a que se ha encontrado una gran fuente de sustancias
antioxidantes derivadas de los compuestos fendlicos y otras fuentes como las
vitaminas (Acosta-Montoya y col., 2009; Martinez-Cruz y col., 2011; Bernal y col.,

2014).
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En México se han reportado cerca de 28 especies de Rubus (Rzedowski y
Calderén-Rzedowski, 1981), distribuyéndose en zonas boscosas por encima de los
1000 msnm de todo el pais (CONABIO, 2010), donde subsisten en sitios poco
favorables para otras especies, donde toleran suelos acidos, la constante
exposicion a rayos UV (Harborne y Williams, 2000), el ataque de patdgenos y
herbivoros, entre otros factores nocivos (Stoffel-Efron y col., 2012; Brito y col.,
2014). Estas condiciones ambientales inducen el aumento en la produccién de
radicales libres en las plantas, incrementando asi el estrés oxidativo (Atkinson y col.,
2005). Por tanto, las plantas producen sustancias antioxidantes para soportar
dichas circunstancias dafinas para sus partes anatomicas como hojas, tallos,
raices, flores y, especialmente, en frutos (Siriwoharn, 2004; Acosta-Montoya y col.,

2009).

C Frutos de Rubus

Los frutos de Rubus son polidrupas pequefias con un numero muy variable de
frutillas agregadas conformando las llamadas drupelas o mini drupas (Chavez-
Barcenas y col., 2012), cada una con una semilla diminuta alargada de escasos 2
mm de longitud y 1 mm de ancho, de color café claro, con testa rugosa y sumamente
resistente (Andrade, 2006; Parra, 2007). La dermis y pulpa son de color variable
dependiendo de la especie, puesto que algunas al madurar dan tonalidades
amarillas, sin embargo la mayoria van del rojo al negro, pero varian del verde hasta
un morado rojizo durante el proceso de maduracion y dependiendo de la especie

(Hummer, 1996; Bolmgren y Erickson, 1998; Andrade, 2006), dentro de los cuales
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sobresalen las llamadas zarzas, las frambuesas, las moras y las zarzamoras

(Monasterio-Huelin, 1992; Hummer, 2010; Lee y col., 2012).

El fruto posee un elevado porcentaje de agua, el cual suma cerca del 80% del
peso, siendo el resto azucares, vitaminas, sales de calcio y acidos organicos, entre
otros componentes variables acorde la especie (Andrade, 2006). Sin embargo, para
la maduracion de estos se ve involucrada una serie de cambios bioquimicos y
fisiologicos que generan aumento en el volumen y peso del fruto, cambios en la tasa
respiratoria, en el contenido de agua, transiciones de pigmentacion, texturas,

produccion de sabores y aromas (Manning, 1998; Chavez-Barcenas y col., 2012).

Las condiciones ambientales (bidticas y abidticas) son quienes afectan en
mayor proporcion la sobreexpresion y biosintesis de metabolitos secundarios en las
plantas de zarzamora, incluyendo sus frutos. Esto afecta la calidad de estos en
distintos aspectos, incluyendo su pigmentacién, sabor, olor, estado de maduracion
y el contenido compuestos naturales (Stoffel-Efrom y col., 2012). La concentracion
de estos compuestos se encuentran en mayor proporcién en las partes mas
vulnerables a sufrir dafios ambientales como la epidermis y la pulpa del fruto (Prior,
2003; Puupponen-Pimia, 2005). Estimulos externos e internos, como la
temperatura, luz, disponibilidad de agua, nutrientes y el efecto de los reguladores
génicos y fitohormonas, son los responsables de la expresibn de genes
controladores de la biosintesis de compuestos protectores en los frutos (Manning,
1998; Chen y col., 2012), siendo especialmente los llamados “genes reguladores de

la expresion de etileno”, los que controlan el proceso de formacién de compuestos
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con alta actividad biolégica y de maduracion, lo que hace de este fruto del tipo no

climatérico (Cheng y Breen, 1991).

Las zarzamoras son frutos con escaso aporte de carbohidratos, es por ello que
se les conoce como frutos de bajo valor calérico, en comparacion con otros frutos
de rosaceas como manzanas, peras, ciruelas y cerezas (USDA, 2014), sin embargo,
tienen cantidades importantes de compuestos fendlicos, minerales y acidos grasos
esenciales en contraste a otros frutos (Bushman y col., 2004); son una excelente
fuente de vitaminas, en especial de vitamina A, C y E (Charley, 1989). Estas tres
vitaminas convierten a este fruto en un buen alimento antioxidante, ademas de la
abundancia de polifenoles presentes en ellos (Green, 1971). Debido a esto, se ha
visto un incremento en la cantidad de estudios relacionados con la presencia de
compuestos de importancia nutracéunica en frutillas del género Rubus (FAO, 2002;
Shipp y Abdel-Aal, 2010), asi como de Ribes, Vaccidium y Fragaria (grosella,
arandano y fresa, respectivamente), ademas de bayas de Sambucus y Bauhinia

(Agrawal y col., 2009; Fazio y col., 2013).

Como se menciono, alimentos de origen vegetal como estos frutos son ricos
en pigmentos derivados del metabolismo secundario, que le dan atractivos visuales
dirigidos a los comensales (Feria-Arroyo y col., 2013). Para que dichos colores sean
intensos las plantas realizan una serie de desgastantes reacciones en cadena para
producir xantones, isocromones, curcuminoides, carotenoides y, sobre todo,
polifenoles que se destacan por ser compuestos con importante actividad biolégica

(IFIC y FUSDA, 2004; Velisek, 2008).

1 Compuestos Bioactivos de Frutos de Rubus
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Los compuestos bioactivos en el campo de la alimentacién y, especificamente,
en lo que concierne a alimentos funcionales, se definen como aquellos compuestos
quimicos que ejercen un efecto positivo en la actividad celular y en los mecanismos
fisiologicos que son benéficos para la salud, produciendo una mejora y/o la
reduccion del riesgo de padecer alguna enfermedad, exhibiendo una amplia gama
de actividades farmacolégicas (Milner, 2004; Drago, 2006; Barron-Yanez, 2011).
Estos se encuentran generalmente en plantas en pequehas cantidades y
disponibles para su consumo en muchos alimentos de origen vegetal. Por tanto, son
fitoquimicos con actividad biologica dentro del organismo y que ayudan a promover
un buen estado de salud (Drago-Serrano y col., 2006). Estos compuestos presentes
en muchos alimentos de origen vegetal como los frutos de Rubus son el objeto de
estudio de muchos trabajos de investigacion cientifica, especialmente por ser una
gran herramienta en la prevencién de varios tipos de cancer (Wang y col., 2008),
padecimientos cardiacos, diabetes , infecciones parasitarias y microbianas (Aguilar-
Contreras y col., 1994; Romero, 2008; Jiménez-Arellanos y col., 2012), procesos
inflamatorios, entre otros estados patoldgicos transmisibles y no transmisibles
(Roberfroid, 1999; Harborne y Williams, 2000; Katsube y col., 2003; Dai y col., 2009;
Li y col., 2009; Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014; Riaz y col., 2014) (Cuadro

2).
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Cuadro 2: Especies de Rubus con efectos bioactivos sobre la salud humana.

Especie Efecto Principio Activo Referencias

R. adenotrichus Antiinflamatorio Antocianinas, Proantocianidinas Azofeifa y col., 2013.

R. alceifolius Antidiabético Polifenoles Mootoosamy y Mahomoodally, 2014.

R. chamaemorus  Antidiabético Antocianinas, Proantocianidinas Kellog y col., 2010.
Contra obesidad

R. coreanus Anticancerigeno, Polifenoles Kimy col., 2012; Kim y col., 2013.
Neuroprotector, Antiinflamario

R. coriifolius Antiparasitaria Proantocianidinas Barbosa y col., 2007.

R. ellipticus Antitumoral Polifenoles Plackal-George y col., 2013.

R. fairholmianus ~ Antiinflamatorio Polifenoles George y col., 2014; Adimuriyil-George y
Anticancerigeno col., 2015.

R. fruticosus Antidiabético, Antiinflamatorio, = Antocianinas, Proantocianidinas, Bagchi, 2004; Wang y col., 2008; Dai y col.,
Neurofarmacoldgico, Elagitaninos, Tocoferoles, 2009; Srivastava y col., 2010; Fan y col.,
Anticancerigeno, Antiviral, Minerales, Esteroles 2013; Johnson y col., 2013; Sangiovanni y
Antidiarreico, Antimicrobiana col., 2013; Riaz y col., 2014 Zia-Ul-Haq y

col., 2014

R. glaucus Antimicrobiana Antocianinas Ramirez-Gonzalez y col., 2007.

R. idaeus Anticancerigeno Proantocianidinas Leey col., 2016

R. liebmannii Antiparasitario Catequina, Epicatequina, - Jiménez—Arellanes y col., 2012.

Sitosterol

R. parvifolius Antibacterial Extracto lipidico Caiy col., 2012.

R. spectabilis Antidiabético, Contra obesidad Antocianinas, Proantocianidinas Kellog y col., 2010.

R. ulmifolius Antibacterial, Antiinflamatorio, Taninos hidrolizables, Acidos Sisti y col., 2008; Brandi y col., 2007;

Antifungico

fenodlicos

Quave y col., 2012; Manca y col., 2015
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Por tanto, son una fuente farmacoldgica contra enfermedades de manera preventiva

y curativa (Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014; Zia-Ul-Haq y col., 2014).

Dentro de las controversiales agrupaciones de los compuestos bioactivos
aparece la clasificacion por su naturaleza quimica, donde se discrimina a los
compuestos acorde a su estructura molecular que incluye varias categorias de
subclasificacién, destacando entre ellos los carbohidratos y sus derivados, acidos
grasos, derivados de isoprenoides, sustancias a base de aminoacidos, minerales y
polifenoles y sus derivados (Jones, 2002), siendo estos ultimos de gran importancia
por su naturaleza antioxidante (Sharma, 2014). Estas moléculas se caracterizan por
ser sustancias capaces de retardar o evitar la oxidacién de otras moléculas o
agentes oxidantes, lo cual se traduce a un posible dafo celular (Wang y Jiao, 2000;
Wang y Lin, 2000:) y han servido como herramienta de estudio para hacer
tratamientos clinicos experimentales sobre algunos desodrdenes degenerativos
sobre la salud humana (Bhandary, 2012), siendo los frutos de Rubus, especialmente
ricos en cuanto a variedad y cantidad de estos compuestos (Wang y col., 1996).

a Polifenoles

Los polifenoles son un grupo heterogéneo de cerca de 8,000 compuestos
quimicos generados por las plantas como metabolitos secundarios necesarios para
diversos procesos fisiologicos de defensa, fotosintéticos, de resistencia, de
tolerancia y adaptativos a una gran variedad de condiciones ambientales que tienen
que enfrentar constantemente, esto quiere decir que no participan directamente
sobre su desarrollo y crecimiento (Ramirez y col., 2009), pero su presencia es

necesaria para que se den estos procesos (Hollman y col, 1997; Mattila, 2002;
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Valencia-Sullca y Guevara-Pérez, 2013). En términos generales, los polifenoles se
encuentran presentes en una gran variedad de alimentos de consumo cotidiano
como en verduras, vino tinto y frutos rojos. Estos productos tienen una gran
actividad antioxidante, debido a la variedad y concentracion de polifenoles que
contienen, por lo cual se ha encontrado que una dieta rica en estos es util para
prevenir fallas cardiacas, ateroesclerosis y neoplasias, ademas de tener actividad
antiinflamatoria, antiviral y antimicrobiana (Nijveltd, 2001, Liu y col., 2003; Sharma,
2014). Dentro de los polifenoles encontrados con mayor frecuencia abundancia en
frutos de Rubus estan los estilbenos, acidos fendlicos, taninos y flavonoides
(antocianinas, flavonoles, flavanoles, flavanones e isoflavonoides) (Manach y col.,
2005; Han y col., 2007; Seeram, 2008; Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014),
variando en concentracion y en la capacidad de capturar y neutralizar radicales libre
como Oz, OH, NO, alquilos y peroxilos (Ramirez y col., 2009). Los polifenoles han
sido clasificados por varios sistemas, sin embargo, Milenkovic y col.,, 2013 y
Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014 agrupan los polifenoles de berries en cinco
categorias acorde a su estructura quimica en: 1) acidos fendlicos como el acidos
hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos; 2) estilbenos (resveratrol, pteroestilbeno); 3)
lignanos; 3) taninos como proantocianidinas y elagitaninos; y 5) flavonoides como
flavonoles, flavalones y antocianinas, siendo los flavonoides y los taninos a los que
se les ha prestado mayor atencion por su biodisponibilidad y el papel que juegan
para mantener un buen estado de salud en las personas con dietas ricas frutos de

Rubus

i Flavonoides
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Los flavonoides son compuestos bioactivos extensamente distribuidos en
alimentos de origen vegetal, siendo uno de los grupos de metabolitos vegetales con
mayor diversidad de compuestos, ya que aproximadamente 10,000 de ellos han
sido identificados hasta el momento (Harborne y Williams, 2000; Heim y col., 2002;
Pérez-Trueba, 2003; VeliSek y col, 2008; Carvalho y col, 2013). En las plantas
juegan un papel vital en la proteccion contra agentes bidticos y abidticos dafinos,
tienen propiedades antioxidantes, antibacterianas y antivirales y también tienen un
importante rol en la regulacion y expresion de genes (Pollastri y Tattini, 2011; Hyun
y col., 2014; Xiao y col., 2014; Kozlowska y Szostak-Wegierek, 2014; Yoshida y col.,

2015).

Los flavonoides han sido clasificados acorde a su estructura quimica, la cual
se caracteriza por tener una estructura de tres anillos formados por dos centros
aromaticos y un heterociclo central oxigenado, con un nucleo flavan (Figura 1) y
que consta de 15 atomos de carbono (IUPAC, 2006). Entre los principales
flavonoides de Rubus destacan los flavanones, flavonas, flavanoles, flavan-3-oles,

antocianinas e isoflavonas (Majewska y Czeczot, 2009) (Figura 2).

Evolutivamente hablando, los flavonoides aparecieron por primera vez en las
embriofitas (ancestros de todos los musgos, helechos, gimnospermas vy
angiospermas actuales), los cuales le confirieron a este grupo una gran capacidad
de adaptacién a los factores climaticos terrestres que variaban mas que los de

medios acuaticos (Martinez-Flérez y col, 2002). Se presenta una via biosintética
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Figura 1. Estructura del nucleo flavan, presente en todos los subtipos de flavonoides

(Fan, 2013).
reloe o
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o O O
(o)
O O | O N
o o - OH
Flavanonas Flavononas Antocianidinas

Figura 2. Estructura quimica de compuestos derivados de flavonoides (Fan y col.,

2013).
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muy conservada en todos los grupos vegetales actuales pero que con el tiempo ha
divergido en una gran variedad de compuestos para funciones diversas para
adaptarse a las condiciones complejas de los diferentes ecosistemas y de los
depredadores (Morden y col, 2003). Los herbivoros aprendieron a metabolizar
muchos de los flavonoides producidos por las plantas y ahora son empleados a
favor en varios procesos fisioldgicos, ya que estos protegen a los humanos y el resto
de los animales del dafo oxidativo, contaminacion ambiental, quimicos tdxicos,
rayos UV, etc. Como el organismo no puede sintetizar estos fitoquimicos es
necesario que los incorpore a su sistema mediante la constante ingesta de

alimentos de origen vegetal (Shirley y col., 1996).

La variabilidad de los grupos sustituyentes en estos tres anillos es lo que
genera su diversidad y accion bioquimica (Malolepzsa y Urbanek, 2000). Debido a
su estructura quimica los flavonoides son capaces de actuar como agentes
antioxidantes, donar hidrogenos o electrones a los radicales libres, asi como
capturarlos y desplazarlos en su estructura aromatica (Heim y col., 2002). Dentro
de los flavonoides mayor estudiados se encuentran las flavonoles y los flavones, sin
embargo, actualmente el estudio antocianinas y flavan-3-ols (combinados en
proantocianidinas) han sido los de mayor interés por distintas razones, puesto que
son quimicamente variables, abundantes y disponibles en la naturaleza, tienen un
alto potencial nutracéutico y son benéficos sobre la salud humana (Peterson y col.,

2012; Yoshida y col., 2015).
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a) Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de fitoquimicos dentro de los flavonoides
capaces de observarse en el rango de los 500nm de la luz visible, dando de esta
manera tinciones de purpura, violeta, rojo, naranja y azul presentes en frutos, flores,
hojas, tallos y frutos (Markakis y col., 1974; Harborne y Williams, 2000; Pefia-
Varelay col; 2006); dichos colores son proporcionados en gran medida por el pH, el
grado de hidroxilacion en sus anillos, metilacion, glucosidacién o asilacion, unién a
metales como hierro y aluminio (Heim y col., 2002). Estas se sintetizan a través de
varias vias como la de los fenilpropanoides por el metabolismo de fenilalanina
(Famiani y Walker, 2009; Velisek y col., 2008; Koca y Karaman, 2015), son
producidos por gimnospermas y angiospermas (excepto el orden Caryophillales,
quienes producen betalainas en lugar de antocianinas) (Delgado-Vargas y col.,
2000; Mosco, 2012). Existen varios genes involucrados en su sintesis, su activacion
se debe a la estimulacion de varios factores y son tejido especificos, siendo los de

células dérmicas donde existe una sobreexpresion (Lepiniec y col., 2006).

Quimicamente hablando, las antocianinas estan constituidas por moléculas de
antocianidina o aglicona (cuya estructura basica es el ion flavilio (Figura 3)) consiste
en un anillo aromatico [A] unido a un anillo heterociclico [C] que contiene oxigeno
que esta también unido a un enlace de carbono-carbono a un tercer anillo aromatico
[B] (Figura 4). Cuando las antocianidinas se encuentran en forma glucosilada o

acilada la estructura se conoce como antocianina (Timberlake y
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Figura 3. Estructura quimica del ion flavilio: un benzopirilio y un anillo fendlico

(Timberlake y Bridle, 1967).

Figura 4. Representacidon mas comun antocianinas presentes en Rubus (Delgado-

Vargas y col., 2000; Bunea, 2013).
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Bridle, 1967; Dugo y col., 2001; Villanueva-Tiburcio y col., 2010; Quintero-Cerén y

col., 2014).

Ecologicamente cumplen un papel importante al dar fragancias y colores a las
flores para atraer a los polinizadores, ya que los fotorreceptores de insectos y aves
se ven atraidos por las distintas tonalidades de los sépalos, pétalos y érganos
sexuales, pudiendo discriminar entre flores con mayor concentracion y riqueza de
nutrientes. En frutos afectan el sabor y color para atraer zo6coros, ya que estas se
acumulan en la parte interior de la membrana dérmica de las drupelas (Weirmann,

1981).

Las antocianinas presentes en los llamados frutos rojos o del bosque son el
tipo de compuesto polifendlicos mas estudiado por el ambito cientifico,
esencialmente, por los beneficios que tienen en la salud humana, ya que numerosos
estudios muestran resultados sumamente prometedores en el tratamiento de
enfermedades cronicas, degenerativas y transmisibles. Todo lo anterior debido a la
accion de los propiedades quimicos preventivos y quimioterapéuticos (Feng, y col.,
2004; Ding vy col., 2006; Bowen-Forbes y col., 2010). En frutos de Rubus se han
identificado mas de 50 antocianinas diferentes, dentro de las cuales destacan la
cianidina-3-glucésido, la cianidina-3-rutindsido y la pelargonidina-3-glucosido como

las mas comunes y abundantes (Cuadro 3).

Estos efectos beneficiosos se han visto inclusive en estudios oncoldgicos a
distintos niveles y sobre diversos tipos de células tumorales. Por su parte,
Diaconeasa y col. (2015) evaluaron el potencial antiproliferativo y antioxidante de
fracciones de antocianinas de arandano y grosella sobre tres tipos de células
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Cuadro 3. Antocianinas identificadas en frutos de Rubus.

Especie Muestra Antocianinas Referencias
R. acuminatus Fruto fresco 3,4 Bowen-Forbes y col., 2010.
R. adenotrichus Fruto fresco, fruto 3,13 Mertz y col., 2007; Acosta-Montoya y col.,
seco 2010; Azofeifa y col., 2013; Martinez-Cruz

y col., 2011.

R. articus Fruto seco 3,4,20,21 Matta-Riihinen y col., 2004.

R. chamaemorus  Fruto seco 3,4,6,12 Matta-Riihinen y col., 2004; Koponen y
col., 2007.

R. coreanus Fruto fresco 3-5,14,21 Bae y col., 2007; Ku y Mun, 2008; Kim y

R. fructicosus

Py

. fructicosus

R. fructicosus

Vino, Fruto fresco

Fruto fresco

Fruto seco

1-3,10,15,16,18,
19,24,26,27

3
1,3,4,7,11,13,17

col., 2011.
Johnson y col., 2013.

Jakobek y col., 2009.

Daiy col., 2007; Cuevas-Rodriguez y col.,
2010.

R. glaucus Fruto fresco 3-5,15,20,21 Mertz y col., 2007; Garzon y col., 2009;
Vasco y col., 2009; Estupinan y col., 2011.

R. idaeus Fruto fresco 3,4,6,8,9,12,20-  Mulleny col., 2002; Matta-Riihinen y col.,

23 2004; Kazim y col., 2009; Jakobek y col.,

2009; Salinas-Moreno y col., 2009;
Remberg y col., 2010.

R. jamaicensis Fruto fresco 3,13 Bowen-Forbes y col., 2010.

R. moluccanus Fruto fresco 3,4,21 Netzel y col., 2010.

R. occidentalis Fruto fresco 3-5,14,21,25 Harborne y Hall, 1964; Hong y Wrolstad y
col., 1990; Stoner y col., 2005; Dosset y
col., 2008, 2010,2011; Ling y col., 2009;
Wyzgoski y col., 2010.

R. odoratus Fruto fresco 3,4,20,21 Harborne y Hall, 1964.

R. parviflorus Fruto fresco 3,4,20 Harborne y Hall, 1964; Matta-Riihinen y
col., 2004.

R. pinnatus Fruto seco 3,4 Byamukama y col., 2005.

R. racemosus Fruto fresco 3,4 Bowen-Forbes y col., 2010.

R. rigidus Fruto fresco 3,4 Byamukama y col., 2005.

R. rosiflorus Fruto fresco 3,20,21 Bowen-Forbes y col., 2010.

1. Cianidina-3-arabinésido; 2. Cianidina-3-galactésido; 3. Cianidina-3-glucésido; 4. Cianidina-3-rutinésido; 5.
Cianidina-3-sambubiosido; 6. Cianidina-3-soforésido; 7. Cianidina-3-xilésido; 8. Cianidina-3,5-diglucosido; 9.
Cianidina-3-soforosido-5-ramndsido; 10. Cianidina-6-acetil-3-glucésido; 11. Cianidina-3-dioxalilglucésido; 12.
Cianidina-3-glucosilrutinésido; 13. Cianidina-3-(malonil)-glucésido; 14. Cianidina-3-xilosilrutinésido; 15.
Delfinidina-3-arabindsido; 16. Delfinidina-3-glucésido; 17. Delfinidina-3-xilésido; 18. Malvidina-3-arabindsido;
19. Malvidina-3-glucésido; 20. Pelargonididna-3-glucésido; 21. Pelargonidina-3-rutindsido; 22. Pelargonidina-3-
suforosido; 23. Pelarginidina-3-glucosilrutindsido; 24 Peonidina-3-glucdsido; 25. Peonidina-3-rutindsido; 26.

Petunidina-3-arabinosido; 27. Pelargonidina-3-suforosido.
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tumorales (melanoma murino, cancer de ovario y cancer cervical), observando una
viabilidad celular inferior al de los controles (45.9, 52 y 56%, para cada tipo celular,
respectivamente) a concentraciones de 0-500 ug/mL de antocianinas purificadas.
Sus resultados afirman que las antocianinas purificadas ejercen un efecto
prooxidante sobre estas lineas tumorales, inhibiendo asi su capacidad para crecer
y desarrollarse. Aunado a estos resultados, existen investigaciones recientes que
apoyan las afirmaciones de los efectos preventivos (Kim y col., 2011; Kim y col.,
2012) y terapéuticos (Chu y col., 2013; Zhao y col., 2013) de antocianinas de Rubus
sobre ensayos celulares de varios tipos de cancer, como el de colon (Kim y col.,
2005), de mama (Kresty y col., 2006), de préstata (Kim y col., 2012), entre otros
(Wang y col., 2008; Kula y Krauze-Baranoska, 2015).
ii Taninos

Los taninos son un grupo heterogéneo de compuestos fitoquimicos producidos
como metabolitos secundarios a partir de la ruta metabdlica de los flavonoides
(Genebray col., 2014). Los taninos son el segundo grupo de fenoles mas abundante
en la naturaleza (después de los flavonoides) y cumplen diversas e importantes
actividades bioldgicas en la planta que los produce: actuan como defensa contra
enfermedades causadas por patdgenos y protegen los tejidos contra el ataque de
fitéfagos (Felton y col., 1989). Estos son capaces de formar complejos moleculares
entre taninos, otros polifenoles, glucidos, proteinas y minerales (Frutos y col., 2004;
Aguilary col., 2007).Histéricamente han sido extraidos de distintas partes de plantas
con mezclas de agua, acetona y alcoholes para usarlos en el curtido de cuero y

pieles (Grasser, 1922). En la medicna tradiconal se han empleado como agentes
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quelantes de metales y alcaloides, antidiarreicos, diuréticos, antiinflamatorios,
anticancerigenos, etc. (Johnson y col. 2013). Los taninos parecen presentar solo
efectos benéficos en la salud, sin embargo en altas dosis pueden comportarse como
agentes prooxidantes e inclusive como compuestos antinutrimentales (Reddy y col.,
1985; Labieniec y col., 2003). Tradicionalmente se ha clasificado a los taninos en
dos grandes grupos: los taninos condensados y los taninos hidrolizables (Taiz y col.,
2006). En la actualidad, la clasificacion mas aceptada, divide a los taninos en cuatro
grupos: galotaninos, elagitaninos, taninos condensados y taninos complejos (Figura

5).
a) Taninos hidrolizables o elagitaninos

Los taninos hidrolizables o elagitaninos se componen de polimeros
heterogéneos conformados de acidos fendlicos, principalmente de acido galico,
elagico y casuarictina (Figura 6) y, como su nombre lo indica, se hidrolizan con
relativa facilidad (Sepulveda, 2011) y poseen menor estabilidad quimica que los

taninos condensados (Mateos-Martin y col., 2012; Vazquez-Flores y col., 2012).

Los elagitaninos son compuestos de alto peso molecular (entre 200 y 20,000
g/Mol). Tanto, taninos condensados como hidrolizables, son producidos por tejidos
vegetales para tener un sabor poco atractivo para herbivoros, sin embargo esa
astringencia es tolerada por los fitofagos que poseen una saliva con alto contenido
de proteinas ricas en prolina (Felton y col., 1989; Harborne, 2000; Brillouet y col.,
2013). Otra de sus principales caracteristicas es su alta capacidad de capturar

radicales libres y prevenir el dafio oxidativo producido por condiciones ambientales

28



Taninos

Taninos Taninos
complejos condensados

Galotaninos Elagitaninos

o orR

HO OH

Figura 5. Clasificaciéon de taninos acorde Khanbabaee y Van Ree (2001).

HO 0

HO OH

HO OH

OH

Figura 6. Ejemplo de elagitaninos monoméricos. A: Acido elagico; B: Acido galico;

C: Casuarictina.
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como la sobreexposicion a luz UV (Cho y col., 2009). Al consumir como parte de la
dieta estructuras anatomicas de plantas con alto contenido en taninos como
cortezas, dermis, semillas y ciertos tipos de frutos, generan condiciones que
contrarrestan estados de estrés oxidativo y neutralizan ciertos tipos de radicales
libres producidos de manera enddgena en el cuerpo, es especial los de mayor peso

molecular como las proantocianidinas (Ku y col., 2008; Lim y col., 2012).

b) Taninos condensados o proantocianidinas

Los taninos condensados oligomeros de proantocianidinas, picno-genoles o
leucocianidias son compuestos oligoméricos y/o poliméricos de unidades de flavan-
3-ols ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Son producidas por las plantas
por distintas razones y son de sabor astringente, acido o amargo, acumulandose en
distintos dérganos y tejidos para generar diversas actividades bioldgicas (Mateos-
Martin y col., 2012; Liu y col., 2013). Su estructura quimica es muy variada,
formadas principalmente por unidades de catequinas y epicatequinas conformadas

por polihidroxi-flavan-3-ols (Nandakumar y col, 2008) (Figura 7).

Estas son mas abundantes en tejidos lignificantes como las semillas, siendo
especialmente ricos en estos compuestos las semillas de frutos rojos, incluidas

varias especies de Rubus (Kylli, 2011). En semillas estos compuestos son de gran
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Figura 7. Ejemplo de la estructura quimica de una proantocianidina oligomérica

(Howell, 2002).
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utilidad para tolerar los procesos implicados desde la maduracion del fruto hasta la
germinacion de esta, abarcando la fase digestiva por la que pasan muchas de las
semillas involucradas en ciclos biologicos de ornitocoria, mastozoocoria o
antropocoria, en la que el consumidor engulle el fruto completo y pasa a través de
su tracto gastrointestinal, en el cual la dermis y pulpa del frutoson degradados y
absorbidos, mientras la semilla es expulsada con el embrion intacto en una zona
lejana a la planta madre (Jordano, 1984). Se ha comprobado que el consumo de
frutos de Rubus aporta una gran cantidad de compuestos de esta naturaleza, por lo
que su consumo favorece el mantenimiento de un buen estado de salud, ya que se
ha comprobado por diversos estudios el efecto quimiopreventivo y como tratamiento
contra ciertos padecimientos relacionados con estados de estrés oxidativo (Ramirez

y col., 2009; Chen y col., 2014; Kruger y col., 2014; Zhang y col., 2014).

b Otros Compuestos y Micronutrientes

Los frutos de Rubus ademas de ser ricos en compuestos fendlicos, son fuente
de otros compuestos con gran actividad bioldgica tanto en el mismo fruto como en
los consumidores. Estas sustancias son de distinta naturaleza y composicion,
destacando entre ellos compuestos lipofilicos como carotenoides, acidos grasos,
esteroles y tocoferoles (Zia-Ul-Haq y col., 2014). Los compuestos de esta naturaleza
son reconocidos por la ciencia como componentes de membranas celulares y por
ejercer actividad protectora contra radicales libres, agentes dafninos tanto fisicos,
como quimicos y bioldgicos en estas (Rojas-Llanes y col., 2014). De esta manera,
trabajos recientes sobre frutos de zarzamora se han focalizado en describir la

composicién bioquimica y las funciones biolégicas de estos para aprovechar su
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potencial como fuente aun mayor de compuestos nutracéuticos (Hassimoto y col.,

2008; Da Fonseca-Machado y col., 2015).

Debido a dicho interés, se han identificado ciertos acidos grasos esenciales y
no esenciales en estos frutos como el acido palmitico, acido oleico, acido linoleico,
acido linolénico y acido estearico en proporciones variables entre especies
silvestres y domesticadas (Oomah y col., 2000; Bushman y col., 2004; Ku y Mun,
2008; Fazio y col., 2013; Caidan y col., 2014; Radocaj y col., 2014; Mici¢ y col.,
2015). Ademas de acidos grasos, se han encontrado cantidades importantes de
tocoferoles como el a-tocoferol y la vitamina E (Oomah y col., 2000; Bushman y col.,
2004; Fazio y col., 2013; Zia-Ul-Haq y col., 2014) y esteroles como el B-sitosterol
(Chen y col., 2014; Piotr y col., 2014); siendo todos estos comunes en membranas
celulares para ejercer funciones protectoras, de permeabilidad y contra agentes

daninos.

Ademas de sustancias hidrofébicas, en frutos se han encontrado elementos
de naturaleza mineral que se comportan necesarios para realizar procesos
fisiologicos diversos de suma importancia como fotosintesis, maduracién y
produccion de metabolitos en los cuales se quiere una mayor plasticidad fenotipica
(Parent y col., 2013). Su presencia y proporcion son muy variables acorde a
diferentes condiciones ambientales y el genotipo de Rubus que se trate, de esta
manera macrominerales (como K, P, Na y Ca) y microminerales (como Fe, Cu, Mn
y Zn) se absorben de manera radicular y se acumulan en los tejidos de diferentes
organos (Ahmad y col., 2015). Ejemplo de ello es el Mg, el cual es un componente

esencial de la clorofila, presente en tejidos verdes como hojas, tallos y frutos
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inmaduros, siendo estos ultimos organos que al madurar acumulan Mg como
residuo al disminuir la tasa fotosintética cuando este se acerca al punto maximo de
produccion de etileno y llegar hasta la maduracion. Este proceso se observa con
otros minerales, lo que vuelve a los frutos en una fuente rica y variada de
micronutrientes debido a procesos relacionados con bioacumulacién (Ahmad y col.,

2015).

D Efecto de compuestos bioactivos de Rubus sobre enfermedades crénico-

degenerativas (ECD)

Las enfermedades cronico-degenerativas son aquellas que son de larga
duracion y por lo general de progresion lenta. En la actualidad este tipo de
padecimientos ha desplazado a las enfermedades infecciosas como la principal
causa de muerte, dentro de las cuales destacan las fallas cardiacas, infartos,
desordenes respiratorios, diabetes y cancer, siendo responsables de hasta el 63%
de las muertes a nivel mundial. La gran mayoria de estas enfermedades estan
relacionadas directamente con el estilo de vida y no con agentes transmiscibles o

hereditarios (WHO, 2015)

En el cuerpo humano los flavanoides muestran funciones quimioprotectoras y
curativas al ingerirse mediante una dieta adecuada de varios alimentos vegetales
como citricos, frutos rojos, cebollas, ajos y tés de distintos tipos (Kozlowska vy
Szostak-Wegierek, 2014). Sin embargo, su consumo en cantidades elevadas puede
ejercer un efecto prooxidante y/o citotoxico (Heimy col., 2002; Pérez-Trueba, 2003),
ya que diversos trabajos in vivo e in vitro han mostrado estas consecuencias al ser
suministrados en dosis altas (Cruz-Pardos, 2000; Pérez-Trueba; 2003). Estudios
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epidemioldgicos y clinicos han demostrado que los flavonoides pueden prevenir la
aparicion de tumores a través de la interaccion con varios genes y enzimas (Chahar
y col., 2011). Al parecer, estas sustancias bioactivas pueden afectar algunos
estados de carcinogénesis como la iniciacion, promocion y progresion, lo que
incluye la inactivacion de carcinégenos, mejorando procesos de reparacion de ADN
y reduciendo el estrés oxidativo (Mertinez-Flérez y col., 2002; Sarabia-Cadena y
col., 2013; Ferreira, 2014). Durante la progresion, pueden ser capaces de inducir
apoptosis, inhibir angiogénesis, exhibir actividad antioxidante o prooxidante y
generar citotoxicidad sobre células cancerigenas (Olejnik y col., 2010; Chahary col.,

2011; Majewski y col., 2012; Zalega y Szostak-Wegierek, 2013).

Se ha probado la eficacia de flavonoides como agentes preventivos de
enfermedades neurolégicas como Alzheimer, Parkinson y demencias en afios
recientes, puesto que se ha demostrado que distintos flavonoides ayudan a regular
la funcidn neuronal y proteger estos y otros tejidos del dafio generado por especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) (Haenen y col., 1997; Vauzour y col.,
2008; Macready vy col., 2009; Prasain y col., 2010; Ray y col., 2012; Kozlowska y
Szostak-Wegierek, 2014). Diversos trabajos han manifestado que una dieta rica en
estas sustancias genera un efecto benéfico en las actividades cognitivas en
humanos, probablemente a través de neuroproteccion y neurorregeneracion
(Youdim y Josheph, 2001). La multitud de efectos resultante del consumo de
flavonoides conducen a dos procesos benéficos en paralelo: el primero de ellos es
la regulacion de las sefiales neuronales en cascada que resulta en la inhibicion de

apoptosis celular que es causada por la accion de sustancias neurotoxicas. En
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segundo plano, los flavonoides juegan un papel neurovascular, puesto que pueden
generar cambios en el flujo sanguineo en el cerebro, con lo cual pueden inducir
angiogénesis. Este proceso es de suma importancia para la nutricion y oxigenacion
de las células cerebrales y las funciones que realizan. A pesar de los resultados
obtenidos, se conoce poco acerca de los mecanismos que ejercen los flavonoides
y otros compuestos minoritarios de Rubus para llevar a cabo estas acciones

(Prasain y col., 2010).

1 Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades relacionadas con el desarrollo de
procesos de multiplicacion descontrolada de células con mecanismos fisiologicos
anormales. Generalmente ocurre cuando una célula sufre una serie de mutaciones
consecutivas que la llevan a convertirse en un riesgo para el mismo organismo,
puesto que estas pierden la capacidad de inducir su muerte por medios naturales
como la apoptosis, pudiendo o no, colonizar otros tejidos y/u érganos, afectando
posteriormente la morfofisiologia de estos. La formacion de neoplasias o tumores
son las causantes del desarrollo de enfermedades oncolégicas, debido a que su
crecimiento compite por recursos y espacio con los tejidos sanos aledafios,
limitando las funciones que cumplen estos hasta generar su incapacidad parcial o
total. Ademas, muchos de los tipos de tumores tienen la capacidad de migrar hacia
organos distantes, anclarse en ellos y comenzar a producir nuevas neoplasias, a

este proceso se le conoce como metastasis (ACS, 2015a).

La etiologia de un padecimiento oncoldgico puede deberse a uno o mas
factores detonantes, puesto que no existe una causa unica para la generacion de
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una ceélula tumoral, ya que existen diversos factores de riesgo, donde los agentes
ambientales representan mas del 90% del origen de los casos y menos del 10% por
predisposicion genética (Anand y col., 2008). Sin embargo, numerosos estudios han
relacionado a fendmenos de estrés oxidativo con la capacidad de producir células
cancerigenas, puesto que en dichas condiciones, los radicales libres como las ROS
y RNS tienden a generar dafio de las estructuras celulares incluyendo al ADN, por
lo que se pueden presentar mutaciones en genes clave del control del ciclo biolégico

y otras funciones vitales de las células (Varusaner y col., 2012; Zhang y col., 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2015) ha dado a conocer que una
de cada tres personas sera diagnosticada con algun tipo de cancer en determinado
momento de su vida, siendo esta una de las principales causas de muerte en el
mundo, donde cerca del 70% de los pacientes diagnosticados con algun tipo de
tumor sufrira de algun tipo de cancer relacionado con el estilo de vida, como el
tabaquismo, alcoholismo, falta de actividad fisica, sobreexposicion a rayos solares,
sobrepeso y una dieta pobre en alimentos no procesados. En el cuerpo humano se
han identificado mas de 200 tipos de cancer, los cuales se clasifican en dos grandes
categorias: 1) se producen como tumores malignos; 2) se producen como tumores
benignos. Dentro de los tipos de cancer mas comunes se encuentran los
relacionados con tejidos dérmicos, pulmonares, mamarios y colorrectales, sin
embargo, practicamente ningun tejido en el cuerpo esta exento de producir o
desarrollar algun tipo de neoplasia, incluyendo tan vulnerables como el sistema
enddcrino o tan protegidas como el sistema nervioso central (SNC) (INC, 2010;

ACS, 2015b).
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a Cancer en el sistema nervioso central (SNC)

El Sistema Nervioso Central (SNC) es el conjunto de tejido nervioso del que
se compone el encéfalo (cerebro) y la médula espinal (Harrison, 2006). Se trata de
un sistema muy complejo propio del reino animal, responsable de captar estimulos
externos y procesarlos para poder reaccionar adecuadamente a situaciones dadas
por el ambiente (lglesias y col., 2015). Por lo general, la aparicion de neoplasias o
tumores en el SNC es muy poco frecuente (10-17 casos clinicos por cada 100,000
habitantes) (ACS, 2015a). Aproximadamente el 50% de los casos reportados se
trata de tumores primarios originados dentro del propio SNC vy el resto se trata de
tumores de invasion generados por metastasis. Los tumores primarios del SNC
surgen a partir de células cancerosas derivadas de tejidos neuroepiteliales,

meningeos y otros menos frecuentes (Iglesias y col., 2015).

i Glioma

Se denomina glioma a un conjunto de neoplasias generadas como tumores
primarios en células neuroepiteliales como astrocitos, oligodendrocitos, epéndimo,
plexos coroideos, neuronas y células embrionarias (Harrison, 2006). Dentro de los
gliomas mas comunes se encuentra el astrocitoma. Este padecimiento representa
cerca del 20% de los casos de pacientes con tumores primarios de cerebro, el cual
es tratado con remocion quirdrgica, quimioterapia y radioterapia, con una
supervivencia media menor de 1 afio en pacientes con estados avanzados después

de un tratamiento. Los gliomas se clasifican en cuatro grupos acorde al avance que
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tenga la enfermedad al ser diagnosticada el paciente, estos son: |) astrocitoma de
bajo grado; Il) astrocitoma de grado intermedio; lll) astrocitoma anplasico; y V)
astrocitoma multiforme o glioblastoma multiforme, siendo este ultimo el mas
frecuente de los tumores malignos, representando dos terceras partes de los
astrocitomas en cerebros de adultos (ACS, 2015). La Sociedad Americana del
Cancer (ACS) estima que para el 2015 se diagnosticaron 22,850 nuevos casos de
cancer en el SNC alrededor del mundo, de las cuales 15, 520 moriran a
consecuencia de este. Estas cifras no incluyen las neoplasias benignas, las cuales

elevan aun mas la cantidad de casos registrados.

Las causas para desarrollar glioma en algun tipo de célula neuroepitelial son
poco claras, sin embargo, pacientes que sufrieron de neurofibromatosis, esclerosis
tuberosa, sindrome de Li-Fraumeni y sindrome de Hippel-Lindau, son mas
propensos a desarrollar neoplasias primarias en el SNC (ACS, 2015a). Por ejempilo,
el sindrome Li-Fraumeni es causado por cambios en el gen supresor de tumores
Tp53, el cual, en su forma silvestre evita el crecimiento de células con ADN dafado.
Cambios en este gen incrementan el riesgo de desarrollar tumores cerebrales
(particularmente de gliomas) (Varley, 2003). Sin embargo, el estrés oxidativo se ha
asociado a la formacion de células gliales cancerigenas por dafo directo o indirecto

sobre oncogenes (Tsai y col., 2012; Quin y col., 2015).

Para el estudio in vitro de gliomas se han generado varias lineas celulares a
partir de muestras murinas y humanas. Estas herramientas han sido de gran utilidad

para pruebas de farmacos potenciales de distintas fuentes, tratamientos con
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nanoparticulas, invasion, morfologia y demas procesos celulares (Barth y Kurt,

2009). Algunos de los modelos mas utilizados son las lineas C6 y RG2:

C6: El glioma C6 fue producido por Benda y col., 1968 y Schmideck y col., 1971 en
el Sweet’s laboratory en el Hospital General de Massachusetts (MGH) siendo esta
la linea 6 de un experimento clonal de ratones Wistar en un periodo cercano a los 8
meses. Cuando los ratones mostraron signos neurologicos se les extirparon los
tumores y se cultivaron en medio, donde se mostroé que producian en gran cantidad
la proteina S-100 (proteina expresada por el sistema nervioso central, importante
para la motilidad, invasiébn y polimerizacion de tubulina, reordenamiento
cromosémico y su sobreexpresion se relaciona con metastasis tumoral). El glioma
C6 se compone de una poblacion pleomoérfica de células con nucleos de forma
variable. Se ha reportado que esta linea presenta mutaciones en locus de algunas
proteinas iniciadoras del ciclo celular, especificamente en la fase G1
(p16/Cdkn2a/Ink4a) (Schlegel y col., 1999), inexpresion de ARNm de p16 y p19ARF
y genotipo silvestre para p53 (Asai y col., 1994). Comparando esta linea con
astrocitos normales, también presentan un aumento en la expresion de los genes
PDGF, IGF-1, EGFR y Erb3/Her3, al igual que en gliomas humanos (Morford y col.,
1997, Gou y col., 2003, Heimberg y col., 2005). Este es el modelo de glioma que se
ha venido usando en experimentos neurooncoldgicos para evaluar eficacia
terapéutica de una gran variedad de modalidades, incluyendo la quimioterapia
(Doblas y col., 2007, Di Giacomo y col., 2012), terapia antiangiogénica (Solly y col.,
2008), inhibidores de proteosoma (Ahmed y col., 2008), tratamientos con toxinas

(Zhao y col., 2008), radioterapia (Sheehan y col., 2008), terapia fotodinamica
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(Mannino y col., 2008), terapia viral oncolégica (Yang y col., 2004) y terapia génica

(Tanriover y col., 2008).

RG2: El glioma RG2 fue producido en el laboratorio Koestner’'s en la Universidad
del Estado de Ohio mediante la administracion de N-etil-N-nitrosourea (ENU) (50
mg/kg de peso corporal) a una rata Fisher 344 embarazada en el dia 20 de
gestacion. El crecimiento in vitro mostré nucleos fusiformes y cuerpo celular
poligonal. La progenie tratada con ENU subsecuentemente desarrollé tumores, que
fueron clonados en Wechsler en Alemania y donde uno de estos clones fue
designado como RG2 (glioma de rata 2, por sus siglas en inglés). Este tipo de glioma
tiene un patron invasivo y de crecimiento con respecto a otros gliomas. Se ha
establecido que estas células sobreexpresan los precursores de ARNm de PDGF,
IGF-1, Ras y Erb/HER3 vy ciclina D2. Presentan genotipo silvestre de p53 y
concurrente pérdida de la expresion de locus del gen p16/Cdkn2a/lnk4.
Regularmente se usa esta linea en gran variedad de tratamientos preclinicos para
evaluar cambios en la permeabilidad vascular, disrupcién de Ila barrera
hematoencefalica, terapia antimutagénica, terapia génica, quimioterapia y terapia

radionuclear (Shen y col., 2004).

Los tratamientos para neoplasias de este tipo son variados y se aplican
dependiendo del estado de avance del tumor, la region donde se desarrolla y el tipo
de células de las que se compone (Ha y col., 2015). Dentro de estos destaca el
tratamiento genético, que se enfoca en actuar sobre delesiones cromosomicas; las
remociones quirurgicas asistidas son las técnicas mas usuales para deshacerse de

los tejidos dafiados cuando éste esta en un punto accesible; las terapias por
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radiacion o radioterapias, son igualmente variables, resaltando entre ellas la
radiacion confocal tridimensional (3D-CTR), la radiacion de intensidad modulada
(IMRT) y la terapia por haz de protones, las cuales son poco invasivas y de
resultados prometedores; otro tratamiento de gran peso es la quimioterapia, la cual
es sumamente diversa, ya que utiliza complejos anticancerigenos via oral e
intravenosa. Estas sustancias entran al torrente sanguineo y llegan a los tejidos
diana, sin embargo, en el SNC la barrera hematoencefalica impide el paso de
muchos agentes extrafios; en otros casos la aplicacion de los farmacos es
directamente aplicado sobre el tejido cerebroespinal. Por lo general, la
quimioterapia es usada en tumores de crecimiento acelerado, posterior a una

remocion quirdrgica y a la par con terapias de radiacion (ASC, 2015a).

En México los farmacos mas usuales en quimioterapia de gliomas son el
carboplatino, cisplatino, vincristina y temozolamida, siendo usados de manera
individual o en combinacion con otros compuestos (Stepanenko y col., 2015). La
temozolamida es especialmente agresiva contra varios tipos de glioma, pero sus
altos costos hacen que los pacientes elijan uno o mas de los demas farmacos
mencionados, los cuales muestran resultados efectivos contra distintas neoplasias
gliales, pero ademas afectan tejidos sanos tanto del SNC como de otros que se
muestren vulnerables (Barciszewska y col., 2015). Este hecho ha orillado a los
investigadores a buscar tratamientos alternativos de fuentes con potencial
anticancerigeno y que muestren efecto citotoxico sobre células tumorales, que
causen el menor o nulo dano sobre células y tejidos sanos (De Castro-De Pardo y

col., 2006). Dichas caracteristicas son distintivas de los compuestos con actividad
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biolégica (principalmente antioxidante) de los frutos de Rubus como los
mencionados flavonoides, en particular antocianinas y proantocianidinas, ademas
de compuestos hirofébicos y micronutrientes minerales (Fantini y col., 2015; He y
col., 2015; Liy col., 2015; Lila y col., 2015; Pekmez y col., 2015; Quin y col., 2015).
Aunado a esto, investigaciones recientes en el campo de nanomedicina sobre
modelos in vitro, como el los de nanogeles y nanoparticulas metalicas, ofrecen
resultados prometedores para el tartamiento de gliomas y otros tipos de cancer
(Bustamante-Mamani y col., 2012a; Bustamante-Mamani y col., 2012b; Chiarelli y

col., 2015).
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IV JUSTIFICACION

Los frutos de Rubus, como moras y zarzamoras, son ricos en fitoquimicos con
actividad antioxidante como antocianinas, proantocianidinas, elagitaninos vy
tocoferoles, los cuales son recomendados en la dieta para mantener niveles bajos
de agentes oxidantes en el cuerpo y con ello protegernos de padecimientos
transmisibles y no transmisibles relacionados con estados de estrés oxidativo, lo

gue convierte a estos frutos en excelentes fuentes nutracéuticas.

En México, en la ultima decada se ha optado por cultivar especies de origen
extranjero, dejando de lado las alrededor de 30 especies nativas que se distribuyen
en el territorio nacional, incluyendo las que subsisten en la serrania del estado de
Sinaloa. Estas especies, en comparacion con las domesticadas, poseen una gran
variedad de compuestos fitoquimicos con actividad antioxidante a los cuales se les
ha prestado especial atencion para combatir distintos padecimientos, incluyendo los

cronico-degenerativos como el cancer.
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IV HIPOTESIS

Los compuestos antioxidantes aislados y caracterizados de frutos de dos
especies de Rubus silvestres del estado de Sinaloa mostraran efectos bioactivos en

ensayos in vitro bioquimicos y bioldgicos.
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A

V OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar los compuestos bioactivos de dos especies de Rubus nativas del

estado de Sinaloa, asi como su potencial nutracéutico sobre lineas celulares de

cancer de cerebro murino.

B

Objetivos Especificos

1 Identificar taxondmicamente dos especies de Rubus nativas de El Palmito,

Concordia, Sin.

Rubus nativas de Sinaloa.

3 Evaluar la capacidad antioxidante de fitoquimicos de Rubus (ORAC,

Celular)

4 Determinar la citotoxicidad de fitoquimicos de Rubus en dos lineas

celulares de glioma murino.

5 Medir el efecto de peroxidacion lipidica y genotdxico de los compuestos

bioactivos sobre lineas celulares de glioma murino.

6 Medir la formacion de especies reacivas de oxigeno (ROS) en lineas
celulares de glioma murino expuestas a compuestos bioactivos y

nanomateriales de hierro.

Aislar, caracterizar y cuantificar compuestos bioactivos de dos especies de
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VI. MATERIALES Y METODOS
A Materiales

Se colectaron frutos de dos especies del género Rubus dentro de la Reserva
de la Chara Pinta (N 23° 48" 48.4°, O 105°50 15.1 " a 2450 msnm), dentro del
terreno ejidal de El Palmito, Concordia, entre los limites de Sinaloa y Durango
(Figura 8). Aproximadamente se recolectaron 2.5 kg de Rubus liebmanniiy 2 kg de
Rubus palmeri el 1° de julio del 2014. El criterio de seleccion fue el estado de
madurez, ya que solo se escogieron materiales de color morado intenso a negro. El
fruto se transportd inmediatamente después de la colecta en bolsas de cierre
hermético y se congel6 a -80 °C para posteriormente ser liofilizado y almacenado

hasta su utilizacion.

Para los ensayos realizados se ulizaron solventes quimicos como: etanol
(EtOH), metanol (MeOH), acetato de etilo (AET), éter, acetona y acetonitrilo grado
ACS y HPLC. Acido tricloroacético (ATC), &cido formico (AFM), Folin-Ciocalteau
(FC), fluoresceina. Para derivatizacion de carbohidratos se utilizé N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetoamida (BSTFA) (Sigama-Aldrich) y piridina. Ademas, se
utilizaron estandares de acido galico, Trolox y catequina. Para el cultivo celular se
utilizé medio de cultivo DMEM, bicarbonato de sodio (NaHCO3), piruvato de sodio
(C3H303Na), medio en polvo Eagle’s Medium, suero fetal bobino (SFB) y una mezcla
de antibidticos (100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina). Stock de
nanoparticulas (97:2:1, v/vlv, agua destilada, albumina al 5%, nanoparticulas de
hierro de 30 nm al 10%). Tripsina y buffer salino de fosfato (PBS), dimetilsulféxido
(DMSO), azul de tripano, eosina, hematoxilina, gelatina
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Sinaloa

El Palmito,
Con.

Figura 8. Sitio de colecta dentro del terreno ejidal de El Palmito, Concordia, Sinaloa.

glicerinada y agua amoniacal, cristal violeta, rojo neutro, paraformaldehido (PFA),
acido aceético (AAc), acido tiobarbitarico (ATB), acido tricloroacético (ATC) y 2',7'-
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diclorofluoresceina (DCFH), el Kit AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep de
AXYGEN BIOSCIENCES., amortiguador TBE, bromuro de etidio (BR), geles de

poliacrilamida.

B METODOS

1 Identificacion de las especies silvestres de Rubus

Para la identificacion de las especies silvestres de Rubus se realizé un
analisis y registro in situ de los caracteres taxonomicos idoneos de las muestras
pertenecientes a ambas especies. Ademas se colectaron muestras representativas
con las partes anatomicas idoneas como flores, frutos, tallos y hojas. Estas
muestras biologicas se seleccionaron de plantas que crecian juntas en la misma
zona. Para la clasificacion se tomaron en cuenta tanto tallos estériles (turion) como
tallos fértiles, cuidando que estos procedieran de la parte central de la planta, ya
que en esta regidn es donde se presenta menor variabilidad fenotipica de las
mismas estructuras, como lo han establecido distintos batélogos a través de sus
estudios (Weihe y Nees; 1822; Focke, 1877; Boulay, 1893; Sudre, 1908; Weber,
1973), ademas de otras normas correctas de coleccion de Rubus: dos hojas de la
parte media del turién con el correspondiente trozo del mismo; una inflorescencia
que corresponda a la misma planta de donde se colecto el turidn; los frutos deben
de ser colectados en la parte inicial de la maduracién con permanencia de flores en

el apice (Weber, 1992).

Los caracteres registrados y analizados se analizaron en la sala Bletia del

Herbario Nacional de la UNAM y se compararon con los reportados previamente
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para Rubus dentro de su coleccion botanica y con bases de datos de Norteamérica,
México, la Sierra Madre Occidental y Sinaloa, como los son Tropicos

(www.tropicos.org), KEW: World Checklist of Selected Plant Families

(apps.kew.org), Catalogue of Life (www.catalogueoflife.org), Global Biodiversity

Information Facility (data.gbif.org), The New York Botanical Garden Virtual

Herbarium (data.gbif.org), JSTOR Plant Science (plants.jstor.org), Encyclopedia of

Life (www.eol.org), Biodiversity Heritage Library (www.biodiversitylibrary.org) y

resultados disponibles del proyecto Flora Mesoamericana

(www.tropicos.org/Project/FM). Ademas, se pudo hacer una comparacioén directa de
las muestras con las del Herbario de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Auténoma de Sinaloa y del Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México empleando equipos de microscopia

optica con ayuda de especialistas en la familia botanica.

2 Liofilizacion de frutos

Para liofilizar los frutos de zarzamora, estos fueron lavados, desinfectados y
almacenados a -80°C por 12 h, para posteriormente ser colocados en una
liofilizadora FreeZone 6 Liter Benchtop (Freeze Dry Systems, Labconco, USA)
durante ~80 h. Una vez liofilizados los frutos, estos fueron almacenados en

recipientes herméticos hasta su utilizacién.

3 Composiciéon quimica

a Proteinas
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Para la evalucion del contenido de proteinas se utilizé el método 46.12 de la
AOAC (1999). 0.2 g de fruto liofilizado se colocaron en tubos de digestion
microKjeldhal; se adicionaron 1.625 g de catalizador (KSO4 y CuSQOas, 10:1, p/p) y 5
mL de acido sulfurico concentrado y se dejaron en digestion por 6 h a 550°C.
Transcurrido este tiempo se sacaron los tubos del digestor, se les agregaron 10 mL
de agua destilada y se agitaron para homogenizar la mezcla. Posteriormente se
agregaron 15 mL de acido bdrico a la mezcla, 3 gotas de rojo de metilo (como
indicador). Los tubos, se colocaron en el destilador y se le afadié hidréxido de sodio
al 40% hasta que la mezcla cambié de color (verde a pardo oscuro). Finalmente, se
colectd el Nitrogeno obtenido y se titulé con HCl al 0.08 N. La prueba se realiz6 por

triplicado para ambas especies.
b Lipidos

Para la evaluacién del contenido de grasa total, se utilizé el método 920.39 C
de la AOAC (1999). Se pesaron 1.5 g de fruto liofilizado y se colocaron en papel
fitro Whatman #1 y se introdujo en dedales de extraccion, después fueron
colocados en equipos Soxhlet utilizando éter como solvente. La prueba se realizdé

por triplicado para ambas especies.
c Cenizas

El contenido de cenizas se evalué de acuerdo al método 925. 098 reportado
por la AOAC (1999). 1 g de fruto liofilizado se colocd en un crisol (previamente

puesto a peso constante); el crisol fue colocado en una mufla a 550°C por 12 h. La
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ceniza de color blanco-grisaceo se enfriaron y pesaron. Los ensayos se realizaron

por triplicado para ambas especies.

d Humedad

Para determinar el contenido de humedad se utilizé el método 44.15 de la
AOAC (1999), donde 1 g de muestra se coloc6 a 130°C por 1 h en una estufa para
eliminar el agua de la muestra. Transcurrido este tiempo se calculé el % de

humedad.

c Carbohidratos

El contenido de carbohidratos se calculé por diferencia de los demas

macrocomponentes de los frutos de zarzamora silvestre.

4 Caracterizacion de Minerales por Espectrometria de Absorcion

Atémica (EAA)

Para la cuantificacion de minerales se utilizé la metodologia descrita por
Frias-Espericueta y col. (2014) con algunas modificaciones, donde 1 g de muestra
de fruto liofilizado se calciné en crisoles de porcelana por 2 h a 550°C dentro de una
mufla. Transcurrido este tiempo se sacaron de la mufla y se enfriaron para llevarlos
a peso constante. Posteriormente, se agregaron 5 mL de agua regia (HCI:HNOs,
v/v: 1:1) y se dejaron reaccionar por 1 h a temperatura ambiente. Después la mezcla
se filtré y se aforé a 50 mL con agua grado Mili-Q. Por ultimo se inyectaron al sistema
de espectrometria de absorcién atémica (EAA) (Modelo VARIAN, por insercién

directa en flama. El analisis se realizé por triplicado para ambas especies.

5 Fraccionamiento de compuestos bioactivos de zarzamora
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a Extracto Crudo (EC)

Para la obtencidn del extracto crudo se utilizé la metodologia propuesta por
Cuevas-Rodriguez y col. (2014) con modificaciones. Se tomaron 100 g de fruto
liofilizado y se mezclaron con 500 mL de MeOH al 80% acidificado con 0.3% de
ATC (MeOH:H2O:ATC, 80:19.7:03, v/v/v) y se agitaron por 24 h. La mezcla fue
decantada y el sobrenadante colocado en un matraz; el sedimento se expuso de
nuevo a la mezcla metandlica acidificada para agitar de nuevo por 24 h.
Posteriormente se juntaron los sobrenadantes, se filtraron con papel Whatman #1 y
se colocaron en un rotavapor (Buchi, Modelo R-100, Flawill, Suiza) para eliminar el

MeOH de la mezcla (Figura 9).
b Separacion de la Fraccion No Polar (FNP)

Para la obtencion de la fraccion no polar (FNP), el extracto crudo fue
particionado con acetato de etilo (AET:1:1: v/v) dentro de un embudo de separacion.
Este procedimiento se realizé por duplicado. Posteriormente, las dos fases fueron
colocadas en matraces y el solvente eliminado en un rotavapor (Buchi, Modelo R-

100, Flawill, Suiza) (Figura 9).
¢ Fraccion Rica en Polifenoles (FP) y Fraccion de Carbohidratos (FCHO)

Para el fraccionamiento de polifenoles y carbohidratos se utilizd la metodologia
descrita por Cuevas-Rodriguez y col (2010) (Figura 9). 100 g de resina Amberlite

XDA-7 (SIGMA, MO,USA) se ambietaron con 100 mL de agua acidificada
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Fruto Liofilizado

MeOH 80% acidificado (ATC 0.3%)

Fraccion No Polar Extracto Crudo

(FNP)

Fraccion de
Carbohidratos (FCHO)

Fraccion Rica en
Polifenoles (FP)

Fracciones Ricasen | Fracciones ricas en
Antocianinas (FRA) Proantocianidinas (FRP)

Figura 9. Proceso de obtencion de fracciones de frutos liofilizados de R. liebmannii
y R. palmeri.
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[Agua:acido trifluoroacetico (H20:TFA; 99.7:0.3, v/v)]. El extracto metandlico de
zarzamoras se mezclo con la resina activada y se dejaron en agitacion durante 30
min a 150 rpm. Transcurrido este tiempo se colocé la resina junto con la mezcla en
una columna de vidrio de 300 x 25 mm. Se realizaron lavados con metanol al 80%
para lavar la resina y separar carbohidratos, minerales y fendlicos libres y el agua
fue colectada para posteriormente congelarse, y liofilizarse para obtener la fraccion

rica en carbohidrtatos.

Finalmente, de la columna se eluyeron los compuestos fendlicos con 1 L de
MeOH acidificado hasta decolorar la resina. La fraccion obtenida se puso a
evaporacion en un rotavapor (Buchi, Modelo R-100, Flawill, Suiza) para eliminar el
MeOH de la mezcla, obteniendo de esta manera la fraccién rica en polifenoles (FP);
esta mezcla se liofilizd y se almacend a -20°C hasta su posterior utilizacion (Figura

9).
i. Fraccion de Rica en Antocianinas (FRA) y Proantocianidinas (FRP)

Para la obtencion de la fraccion rica en antocianinas, primeramente se
activaron 20 g de la resina Sephadex LH-20 con 100 mL de MeOH acidificado. La
resina de coloco en una columna de separacion de 300 x 25 mm 2 g de la fraccidon
rica en polifenoles se diluy6é en 20 mL de MeOH acidificado. La mezcla se agregé a
la parte superior de la columna y una vez adsorbida la mezcla de polifenoles se
anadieron 500 mL de MeOH acidificado a la columna y se inicio la recuperacion de
fracciones metandlicas (5 fracciones de aproximadamente 100 mL cada una). Las
FRA se pasaron por un rotavapor (Buchi, Modelo R-100, Flawill, Suiza) para eliminar
el MeOH de la mezcla y posteriormente fueron liofilizadas y almacenadas a -20°C
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hasta su utilizacién (Figura 9). Después de eluir la FRA con MeOH acidificado de la
columna, fueron afiadidos 200 mL de acetona al 70% al sistema y se eluyeron dos
fracciones ricas en proantocianidinas (FRP); estas se pasaron por rotavapor para

eliminar la acetona y en seguida se liofilizaron (Figura 9) hasta su utilizacion.

6 Caracterizacion de las Fracciones Obtenidas de Zarzamoras Silvestres

a ldentificacion de antocianinas

i Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

Para el analisis de antocianinas por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés), se pesaron 5 mg de extracto liofilizado y se
disolvieron en 1 mL de metanol grado HPLC. La mezcla se paso por filtros de nylon
(Millipore, Darmstadt, Alemania) de 0.22 ym y se colocaron en viales ambar. Se
empled un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (PerkinElmer, MA, USA) y el
software Chromera. Se emple6 una columna Supelcosil LC-18 YMC-Pack ODS-AM
(250 x 4.6 mm) con un gradiente de elusion como fase movil A: 5% agua acidificada
(95:5, v/v: acido férmico) y como fase movil B: metanol al 100%, con un flujo de 1
mL/min con un gradiente de 90, 85, 75, 70, 40, 90 y 90% del solvente A a 0, 5, 15,
20, 25, 45, 47 y 60 min, respectivamente, a una temperatura de 25°C y realizando
la lectura a 520 nm. Como estandar de referencia se tomaron 5 diluciones cianidina
clorada (Sigma-Aldrich, St., Louis, MO) y una mezcla de antocianinas (Cuevas-
Rodriguez y col, 2010) previamente identificadas. Todos los extractos se analizaron

por triplicado.
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ii Cromatografia liquida-ionizaciéon por electrospray-espectrometria
de masas (Liquid Cromatography-Electrospray lonization-Mass

Spectrometry (LC-ESI-MS))

En analisis LC-ESI-MS se realizé con el espectrémetro de masas LCQ DEca
XP (Thermo Finningan Corp., San Jose, CA), MS version 1.3 SRI, ESI en ion modo
positivo (m/z 100-1000), con detector fotodiodo de arreglo (PDA) (200-600 nm),
version 1.2, autosampler version 1.2 y software Xcalibur para el procesamiento de
datos. El voltage de spray fue de 10 kV y la temperature capilar fue de 250°C. El
analisis LC-MS se llevd a cabo usando la misma fase movil para el analisis por
HPLC, el flujo fue de 200 puL/min y el volumen de inyeccion de muestra o estandar
fue de 5 pL en un gradiente del solvente A de 10, 30, 60, 10%, alos 0, 5, 30 y 35
min, respectivamente. La temperatura de la columna Supelcosil LC-18 (150 x 4.6
mm) y las muestras se mantuvo a 20°C. El analisis LC-MS/MS se determiné
mediante LT-tiempo de vuelo (LC-time-flight). La obtencién de datos de MS/MS fue
determinado por el software MassLynx 4.0 (Waters Corporation). Estandares
comerciales se prepararon a 0.25 mg/mL y las muestras a 5 mg/mL, diluidas en 1
mL de MeOH al 100% Yy filtradas [0.22 pym politetrafluoroetileno (PTFE)] antes de la
inyeccién para comparar tiempos de retencion (RT) y valores m/z para las fracciones

de antocianina.

b Identificacion de proantocianidinas:

i HPLC

Para el analisis por HPLC, se siguié el procedimiento de antocianinas. El
gradiente de elusién de fase movil de 5% acido formico en agua grado HPLC (A) y
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0.1% de acido férmico en acetonitrilo (B). El flujo de (1 mL/min) constante con un
gradiente de paso de 100, 95, 70, 40, 10, 10 y 100% del solvente A a 0, 40, 45, 50,
55, 60 y 70 min, respectivamente, a temperatura de 25°C y realizando la lectura a
280 nm. Como estandar de referencia se tomaron 5 diluciones de catequina. Todos

los extractos se analizaron por triplicado.

ii Analisis por resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrégeno ('H)

y carbono ('3C)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN 'H) y
resonancia magnética nuclear de carbono (RMN '3C) se obtuvieron con ayuda de
un espectrofotémetro Bruker a 400 y 50 Hertz (Hz). Las muestras se diluyeron en
metanol deuterado (CD30OD) y dimetil sulféxido deuterado (DMSO-ds) y tetrametil
salino (TMS) como estandar interno. Los valores de desplazamiento quimico ()
fueron expresados en partes por millon (ppm). Los valores de las constantes de
acoplamiento (J) se expresaron en Hz en todos los casos. El analisis por RMN 'H

se corrio a 200 y 400 Hz, mientras que el de 3C corrié a 50 y 100 Hz.
c Analisis por GC-MS de la fracciéon No Polar (FNP)

El perfil de acidos grasos y otros compuestos no polares fue determinado con
el método reportado por Ahumada-Santos y col. (2013), donde se tomaron 5 mg de
muestra y se diluyeron en 1 mL de MeOH grado HPLC. La composicion de acidos
grasos fue obtenida corriendo en el cromatografo de gases Agilent (GC-6890N)
(Agilent Technology, Inc. CA, EUA) acoplado a un espectrometro de masas (Modelo

5973). 5 uL de la mezcla fueron inyectados usando helio como gas acarreador a
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través de una columna QUADREX 007 (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) (Quadrex Copr.,
Woodbridge, CT, EUA). Para el analisis, la temperatura empleada por el inyector
fue de 250°C; del horno 60°C, un gradiente de elevacion de 5 °C/min hasta los 200°C
y subiendo 10°C/min hasta los 275°C, manteniendo esta temperatura constante
hasta el final de la corrida (60.5 min). El detector de masas fue operado en el modo
de impacto electronico con 70 eV de energia. La temperatura del detector y
cuadrupolo fue mantenida en 245 y 150°C, respectivamente. Los resultados

obtenidos fueron comparados con los de la base de datos Nist08.

d Derivatizacion y analisis por GC-MS de la fraccion rica en

carbohidratos

Se empled la metodologia propuesta por Xiang y col. (2013) haciendo las
pertinentes modificaciones, donde 10 mg de la fraccidn liofilizada de carbohidratos
se mezclaron en un vial ambar de 2 mL con 50 pL de BSTFA como derivatizante y
50 uL de piridina. En seguida se sello el vial con parafilm y se sonicé por 5 min para
después colocarlo en horno a 70°C para dejarlos reaccionar por 4 h. Por ultimo se
resuspendio la mezcla en 1.5 mL de hexano grado HPLC y se inyecto en el sistema

GC-MS en las condiciones mencionadas para el analisis de la FNP.

7 Contenido de polifenoles totales del fruto completo, fracciones de

Polifenoles (FP), Antocianinas (FRA) y Proantocianidinas (FRP)

Para determinar la concentracion de fendlicos totales de los frutos de
zarzamora y de los extractos se utilizé el método colorimétrico de Folin-Ciocalteau

descrito por Nurmi y col. (1996). Brevemente, soluciones de 50 ug/mL de los
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extractos se mezclaron con 0.5 mL 1 N del reactivo de Folin-Ciocalteau, se agitaron
durante 2-5 min y se les agregd 1 mL de Na2COs al 20%, en seguida se dej6 la
solucion en reposo por 10 min. Finalmente, la absorbancia se midié en el rango de
UV-Visible con un espectrofotometro (Synergy HT, Biotek Instrument; VT, USA) a
765 nm. El contenido total de polifenoles se calculé a partir de una curva estandar
de acido galico y se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico

(EAG) por gramo de extracto en base seca (bs).

8 Capacidad Antioxidante (ORAC) del Fruto, Fracciones de Polifenoles,
Antocianinas (FRA) y Proantocianidinas (FRP)

a ORAC Hidrofilico

Fue preparada la solucion generadora de radicales libres (2-2’-Azobis
amidinopropano) AAPH, para lo cual fueron pesados 0.207 g del reactivo y fue
aforada en un matraz volumétrico de 5 mL con solucién reguladora de fosfato (pH
7.4). La fluoresceina fue preparada hasta el final (ya que esta puede ser oxidada
muy lentamente en condiciones ambientales) a una concentracién de 0.1 yM con
solucién reguladora de fosfato (pH 7.4). Se realizaron diluciones de los extractos de
las muestras (fendlicos libres y ligados) usando una solucién reguladora de fosfato
(pH 7.4) y posteriormente, fueron transferidos 25 uL de cada extracto a una placa
de 96 pozos. La placa con las muestras fue colocada en el lector de microplatos
(Synergy HT, Biotek Instrument) del espectrofotometro fluorescente. Por medio de
un auto-dispensador del equipo fueron agregados 150 L de fluoresceina a cada
pozo del microplato, la solucion fue mezclada agitando a 1200 rpm por 20 s. La

reaccion fue iniciada agregando 25 pyL de AAPH por medio del auto-dispensador del
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equipo previamente programado. La reaccion se llevd a cabo a 37°C y la
fluorescencia fue medida a 485 nm de excitacion y 538 nm de emisién. Las
condiciones de la reaccion fueron optimizadas a partir de preliminares para que la
reaccion transcurra en un lapso de 40 min. Los datos fueron recolectados por el
software del equipo. La reaccion con los radicales peréxilo generaron la pérdida de
la fluorescencia con el tiempo. El efecto de un antioxidante se integra por el area
bajo la curva sobre la perdida de la fluorescencia (AUC por sus siglas en ingles)
(AUChnox — AUCno aoc). El area bajo la curva es calculada con la siguiente ecuacion:

AUC= (0.5 + fs/fq + folfa + f7/4 + filfa) x CT

Los valores de ORAC fueron reportados como equivalentes de Trolox (ET)/100 g
muestra en base seca. Fue generada una curva estandar de cinco puntos
(concentracion de 25 a 100 yM) y los equivalentes de Trolox de la muestra fueron
calculados usando la siguiente ecuacion lineal o cuadratica (Lineal: Y = a + bX;
cuadratica: Y = a + bX + ¢cX?) que relaciona la concentracion de equivalentes de
Trolox (Y) (uM) y el area bajo la curva de la disminucion de la fluorescencia (X)
(ABCmuestra — ABChlanco). La regresion lineal fue utilizada en un rango de 25-100 uM
de Trolox en micromoles (umol) por 100 g de muestra (umol TE/100 g (bs)) (Ou y
col., 2001; Prior y col.,, 2005). Las determinaciones fueron realizadas por

cuadruplicado.
b ORAC Lipofilico de la Fraccion No Polar (FNP)

Se llevo a cabo la solubilizacién de compuestos lipofilico con 7% de (p/v) de
de B-ciclodextrina metilada (Ciclodextrina metilada al azar, RMCD) en 50% (v/v) de
acetona en agua (Huang y col., 2002; Prior y col., 2003 y 2005). EI marcador
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fluorescente y el AAPH fueron preparados de la misma forma como se preparé para
ORAC hidrofilico. La curva estandar de Trolox y las diluciones correspondientes de
cada extracto seran preparadas con acetona-agua (50%, v/v) y la RMCD al 7%. La
mezcla para llevar a cabo la reaccién sera de 16 L de los extractos, 60 yL de AAPH
y 160 pL de la DCFH. ElI AUC (por sus siglas en inglés) sera calculado como se
describié anteriormente. Los resultados obtenidos para capacidad antioxidante
lipofilica seran expresados como umol ET/100 g de muestra seca (Prior y col., 2005)
bajo la misma ecuacion empleada en el ORAC hidrofilico.
9 Determinacion de Actividad Antioxidante en Células HepG2 (AAC)

a Cultivo de células HepG2

Para la determinacnién de la actividad antioxidante sobre células HepG2 se
utilizé la metodologia descrita por Wilfe y col (2008). La linea celular HepG2 fue
cultivada en medio de crecimiento WME (complementado con 5% de suero fetal
bovino (SFB), 10 mM de Hepes, 2 mM de L-glutamina, 5 pg/mL de insulina, 0.05
pug/mL de hidrocortisona, 50 U/mL de penicilina, 50 ug/mL de estreptomicina y 100

pug/mL de gentamicina) y se mantuvieron a 37°C y 5% de CO..
b Ensayo de actividad antioxidante celular (AAC)

Para el ensayo de AAC, las células HepG2 se sembraron en una microplaca de 96
pozos a una densidad de 6 x 10* cel/pozo en 100 yL en medio de crecimiento. Los
pocillos externos se llenaron con 100 uL de PBS para crear una atmdsfera humeda
y reducir las fluctuaciones. Después de 24 h de incubacién a 37 ° C con 5% de COx,
se eliminé el medio de crecimiento y las células se lavaron con 100 pyL de PBS
estéril. Los pocillos se trataron durante 1 h con 100 yL de medio de tratamiento
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(WME con 2 mM de L-glutamina y 10 mM de Hepes) que contiene extractos o
quercetina a distintas concentraciones para ser usada como curva (0.1, 0.5, 1, 5,
10, 50, 100, 250 yM/mL), mas 25 yM de DCFH-DA diluida en medio de tratamiento.
Cuando se empled un posterior lavado con PBS, se realizé con 100 pL de este por
pocillo. En seguida, 600 uM del agente oxidante AAPH fue aplicado a las células en
100 mL pL de medio de Hank (HBSS), para ser leidos en espectrofotometro a 538
nm de medicién y 485 nm de excitacion a 37 °C, cada 5 min por 1 h. Cada placa
incluye un triplicado de control y blanco: los pocillos de control contenian células
tratadas con DCFH-DA y AAPH; los pocillos del blanco contenian células tratadas

con DCFH-DA y HBSS sin AAPH (Wolf y Liu, 2008).
¢ Cuantificacion de la AAC

Después de la sustraccidn del blanco a los valores iniciales de la fluorescencia,
se calculd el area bajo la curva de fluorescencia frente al tiempo para determinar el
valor de la AAC a cada concentracidn de antocianinas o proantocianidinas de ambas

especies. La siguiente ecuacién fue utilizada para este ensayo:
AAC (unidades) = 1 — (|SA/[CA)

donde: |SA es el area integrada bajo la muestra en la curva de fluorescencia frente
al tiempo, y [CA es el area integrada bajo el control de la curva de fluorescencia
frente al tiempo. La dosis media efectiva (ECso0) de las FRA y FRP fue calculada por
el grafico de efectos medios del log (fa/fu) frente al log (dosis), donde: fa es la
fraccion afectada por el tratamiento (Unidades de AAC) y fu es la fraccion no

afectada (1-Unidades de AAC) por el tratamiento. Los valores de ECso se
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expresaron como media + desviacion estandar utilizando conjuntos de datos por
triplicado obtenidos a partir del mismo experimento. Los valores ECsg se convirtieron
en valores de AAC, que se expresan como UM equivalentes de quercetina (EQ)/g
de muestra, utilizando el valor medio de ECso para la quercetina a parir de tres

experimentos separados.

10 Evaluacion del potencial anticarcinogénico de extractos de zarzamora
sobre lineas celulares de gliomas murinos

a Preparacion de Medio de Cultivo

800 mL de agua destilada se mezclaron con 3.7 g de NaHCOs3, 110 mg de
C3H3OsNa y 13.37 g de medio en polvo, se ajustaron a un pH de 7.2-7.3, para
agregar 100 mL de SFB desactivado y 1 mL de antibi6tico. Por ultimo se aforé la
mezcla con agua destilada a 1 L. La mezcla se paso a través de un filtro Nalgene
con ayuda de una bomba y se dej6 en prueba de esterilidad por 24 h en incubadora

a 37 °C con CO2 al 5%.

b Preparacion de Extractos

Se prepararon soluciones stock de 34 fracciones aisladas de ambas especies
de zarzamora silvestres (16 de antocianinas, 8 de proantocianidinas, 4 de la mezcla
de antocianinas y proantocianidinas, 2 de la fraccion rica en polifenoles, 2 de
extractos no polares y 2 de carbohidratos) a una concentracion de 1 mg/mL en

DMEM:DMSO (99.9:0.1, v/v).

¢ Cultivo Celular
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Para el cultivo celular, las lineas celulares obtenidas de la Coleccion
Americana de Cultivos y Tejidos (ATCC, USA) se sembraron en cajas de cultivo de
75 cm? dentro de incubadora a 37 °C con CO: al 5% con ~15 mL de medio esencial
DMEM hasta alcanzar una confluencia = 90%. Al observar la densidad celular, se
retiré el medio de cultivo, se hizo un lavado con PBS y se despegaron con 500 pL
de tripsina. Las células se centrifugaron a 1,500 rpm por 7 min con 500 yL de DMEM
(para inactivar la tripsina). Realizado esto, se descarté el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla en DMEM para hacer un conteo con camara una camara de
Neubauer de las células tefiidas con azul de tripano. Por ultimo, se sembraron
células a una densidad de 4 x 10* por pozo en microplacas de 96 pozos de mitad
de area y se dejaron crecer en incubadora (Mosmann y col., 1983; Denzot y col.,

1986; Bonifaz y col., 1992; Cordero y col., 2005).
d Aplicacion de Tratamientos

Para la aplicacion de tratamientos, se prepararon 9 diluciones de cada una de
las 32 fracciones de zarzamora (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 100, 250 pL del stock/mL
de DMEM) y se aplicaron sobre las lineas celulares por ftriplicado. La primera
columna de cada placa se tom6 como control. Los tratamientos se realizaron en
cultivos de 24 y 48 h de exposicion. Cuando se seleccionaron los extractos que
generaron mayor dafo citotoxico, se realizaron pruebas con nanoparticulas a una
concentracion de 0.1 yL del stock sobre el control y los candidatos de extractos mas
idoneos. En seguida se realizaron mediciones de viabilidad con tinciones de cristal

violeta, para después confirmarlos con rojo neutro.

e Tincion con Cristal Violeta

65



Se retird el medio de cultivo con tratamiento cada la microplaca y se hizo un
lavado de los pocillos con 50 yL de PBS. Se desecho el PBS y se fijo las células
con PFA al 2%. En seguida, se hizo otro lavé con PBS para eliminar el PFA.
Después se agregaron 100 pL de cristal violeta a cada pocillo. Se incub¢6 la
microplaca por 30 min. Transcurrido este tiempo, se lavo la placa dos veces con
PBS para eliminar restos de colorante. Por ultimo se eluy6 el colorante con 100 uL
de acido acético al 10% y se leyo la placa a una absorbancia de 570 nm. Los

calculos se realizaron tomando como referencia el control contra los tratamientos.

f Tinciéon con Rojo Neutro

Se preparé una solucion stock de Rojo Neutro a una concentracion de 1 mg/mL
con PBS. A partir de esta solucion se tomaron 50 ug/mL (50 pg solucion stock + 950
uL de DMEM + SFB), se centrifugaron a 1,800 rpm durante 10 min y se sonicaron
por 5 min (solucién de trabajo). Se retir6 el medio de cultivo de las microplacas con
sus respectivos tratamientos y se lavaron dos veces con 100 yL de PBS. Se
agregaron 100 pL de solucién de trabajo a cada pozo. Se incubo por 2 h a 37 °C.
Se retir6 el medio de tincidn de los cultivos y se eluyo el colorante con 100 pL de
EtOH al 50% + AAc al 2%. Se incubd la microplaca por 10 min y se leyé en

espectrofotometro a 540 nm.

g Tincién con Eosina-Hematoxilina

La tincion con Eosina-Hematoxilina se realizd para observar cambios
morfologicos entre las células control y las expuestas a alguna fraccion aislada de

frutos de Rubus. Se retiré el medio de cultivo y se hizo un lavado con agua destilada.
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Se aplico una gota de hematoxilina y se dejo reaccionar por 3 min y se lavo el exceso
con agua corriente 3 veces. Se agregé agua amoniacal al 1% y se desechd. Se
realizé un posterior lavado con agua corriente y se agrego una gota de eosina para
dejarla por 1 min. Se realizaron lavados hasta eliminar el colorante. Por ultimo, se
agrego una gota de gelatina glicerinada caliente a cada pozo para fijar las células.

Se procedio a tomar fotos al microscopio de las células tefidas.

11 Determinacion de Dano Oxidativo

a. Ensayo de Lipoperoxidacion

Para evaluar el dafo oxidativo se empled la metodologia propuesta por Colin-
Gonzalez y col. (2015), donde la formacion de sustancias reactivas de acido
tiobarbiturico (TBA) fue utilizada como indicador para determinar los niveles de
peroxidacion de lipidos. Alicuotas de 50 uL de cultivo celular homogenizado fueron
adicionadas a 100 pL del reactivo TBA (0.75 g de TBA + 15 g de ATC + 2.54 mL de
HCI) e incubado a 100 °C por 40 min o hasta observar coloraciones rosa palido en
las muestras. Enseguida las muestras fueron puestas en hielo por 5 min y
centrifugadas a 3,000 rpm por 15 min. La densidad Optica del sobrenadante fue
medida en el espectrometro Thermo Spectronic Genesys 8 a 532 nm. Los
resultados fueron calculados como nmol de malonildialdehido (MDA) por mg de

proteina y expresado como porcentaje de formacion de SR-ATB contra su control.

b. Determinaciéon de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Parala determinancion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se utiliz6 la

metodologia descrita por Osseni y col., (1999). La formacion de especies reactivas
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de oxigeno intracelulares se determind espectrofotométricamente usando la sonda
fluorescente DCFH-DA, la cual se difunde facilmente a través de la membrana
celular y se hidroliza por esterasas intracelulares para formar el compuesto no
fluorescente 2',7'-DCFH. Esta molécula se oxida rapidamente y forma 2',7'-DCFH-
diacetato (DCFH-DA) que es una molécula altamente fluorescente en presencia de
especies reactivas de oxigeno. La intensidad de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de especies reactivas de oxigeno intracelulares formadas. Las lineas
celulares RG2 y C6 se sembraron a una densidad de 1 x 10° células/mL en placas
de 96 pozos por triplicado. Después de 10 y 45 h de incubacién a 37 °C en CO: al
5%, las células fueron incubadas con 50 pL al 20 mM de DCFH-DA que se retir a
los 30 min. La intensidad de fluorescencia se determiné cada 30 min durante una
incubacién de 3 h utilizando el espectrofotometro para placas de cultivo a una

longitud de onda de excitacion/emision de 485/530 nm.
¢ Determinacion de Genotoxicidad
i Purificacion de ADN Genémico

Para la purificacion de ADN gendmico se siguio el protocolo del Kit AxyPrep
(Fisher Scietific, USA) para cultivos celulares, linfocitos, médula ésea y hueso. Se
crecieron las células exponiéndolas a los extractos que presentaron mayor efecto
citotoxico en placas de 24 pozos. Las células se despegaron con 150 pL del Buffer
C-L y se mezclaron con 350 yL de PBS y se dejo la placa por 1 min a temperatura
ambiente. Se homogenizo6 la muestra y se transfirieron los 500 yL a un tubo de 2
mL. Se agregaron 0.8 yL RNAasa A y 8 uL de la Proteinasa K. Se agitaron por 15
seg, se incubaron a 56 °C por 15 min y se centrifugaron por 1 min a 1500 rpm.
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Posteriormente se agregaron 350 yL del buffer P-D a la muestra y se agitaron 30
seg y se centrifugaron por 10 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. Después,
se realizaron lavados y elusion de las muestras colocando una columna Miniprep
dentro de un tubo nuevo de 2 mL y se centrifugd a 12,000 rpm por 1 min. Se descarto
el filtrado de cada tubo y se colocd la columna de nuevo en el tubo. Se pipetean 500
uL del buffer W1 en la columna y se centrifugd por 1 min a 12,000 rpm. Se descarto
el filtrado y se colocé la columna de nuevo en el tubo. Se agregaron 700 pL del
buffer W2 y se centrifugaron a 12,000 rpm por 1 min, se descarto el filtrado del tubo
y se repitio el lavado con otros 700 uL del buffer W2. Se descarto el filtrado del tubo.
Se coloco de nuevo la columna en el tubo y se centrifugé de nuevo a las condiciones
mencionadas. Se transfiri6 la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL para eluir el ADN
genomico. Por ultimo, se agregaron 100-200 pL del eluyente hacia el centro de la
membrana de la columna, se dejé por 1 min a temperatura ambiente y se centrifugd

por 1 min a 12,000 rpm.

ii Electroforesis y Revelado de ADN

Para la electroforesis y revelado del ADN se utilizé el método de Elia y col.,
(1994). Se prepararon geles de agarosa al 1% y se cargaron con 10 yL de muestra
(previamente cuantificada bajo la proporciéon 260/280) y un marcador de corrida en
la camara electroforética con buffer TBE 0.5 X. Se programo la fuente de poder a
100 voltios y se corrid la electroforesis por 40 min. Se retird el gel y se le llevo a
cabo una tincion con bromuro de etidio (BE) para ver el revelado del ADN bajo luz

UV en el fotodocumentador GelMax (UVP, Modelo 97-0672-01)

12 Disefio experimental y analisis estadistico
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Para el andlisis de medias se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via
con distintos factores y niveles acorde a la poblacion experimental. El analisis de los
resultados se llevd a cabo con el programa Minitab 17. Los resultados se indican
como valor promedio + desviacidon estandar. Los calculos se hicieron con un valor
de significancia de p<0.05 bajo criterio de la prueba ANOVA. Las pruebas se
realizaron por triplicado a menos que se indique un valor “n” diferente. Para los
resultados de las pruebas de celulares se tomd como referente el control de cada

ensayo para medir el efecto sobre los tratamientos.
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VI RESULTADOS Y DISCUSIONES
A IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES

Las muestras botanicas colectadas en campo fueron examinadas en la sala
Bletia del Herbario Nacional (HN) del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México. El trabajo se realizé en conjunto con la Biol. Gilda Ortiz
Calderon, especialista en la familia Rosaceae del HN. Después de un analisis

comparativo se identificaron las siguientes especies:
1 Rubus liebmannii

Es una especie de mora nativa (probablemente endémica) de México.
También es conocida como tunita de cerro, zarza y zarzamora en espanol y citun-
zarza y tsitubi en purépecha (CONABIO, 2010). Su distribucion geografica se
reporta en varias zonas boscosas del pais (Figura 10). Ecolégicamente, como
muchas especies de Rubus, son plantas importantes como colonizadoras de
nuevos sitios para el desarrollo de otras especies asociadas de vegetacion primaria
(Rzedowski y Calderén-de Rzedowski, 1981). Algunas partes anatomicas (hojas,
talos y frutos) de la esta planta se emplean en la medicina tradicional para diarrea,

resfriado, disenteria e insomnio (Aguilar-Contreras y col, 1994).

Focke (1874) describe a esta especie como plantas armadas con aguijones;
hojas compuestas, digitadamente 3-foliadas dispuestas cerca de las inflorescencias
o 5-foliadas en el resto de las planta, serradas, coriaceas; tallos pilosos o
puberulentos, sin tricomas glandulares; peciolos pilosos, los tricomas blancos o

glabrescentes; estipulas no aplexicaules, lineares o lanceoladas: sépalos 5-12 mm,
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con el apice mas corto que la lamina, cuspidado o caudado-acuminado;
inflorescencias mas abiertas, racemosas, con 5-20 flores; pedicelos 1-3 cm de
diametro; frutos pilosos o glabros: frutos 1-2.5 cm de diametro; mas de 30 drupeolas

(Figura 11).

Tomando como referente a los criterios anteriores, podemos concluir que
esta especie corresponde a Rubus liebmannii. Actualmente, la muestra bioldgica
cuenta con el registro folio IBUNAM:MEXU:1417228 en el Herbario Nacional de

dicha institrucion.

2 Rubus palmeri

Rydberg (1913) describi6 a esta especie como plantas armadas con
aguijones; hojas compuestas, digitadamente 3-foliadas dispuestas cerca de las
inflorescencias o 5-foliadas en el resto de las planta, serradas, coriaceas; tallos
pilosos o puberulentos, sin tricomas glandulares; peciolos pilosos, los tricomas
pubescentess; estipulas no aplexicaules, lineares o lanceoladas: sépalos 5-12 mm,
con el apice mas corto que la lamina, cuspidado o caudado-acuminado;
inflorescencias mas abiertas, racemosas, con (5) 10-100 flores; pedicelos 1-3 cm
de diametro, glandulares; frutos pilosos o glabros: frutos 1-2.5 cm de diametro; mas
de 30 drupelas (Figura 12); se considera una especie nativa del noroeste de
México, con registros aislados en los estados de México; Chiapas, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Veracruz (Figura 13) y Guatemala; habitan en selvas caducifolias
hasta bosques templados, de 1100-2000 msnm; crecen reclinadas sobre piedras,

paredes u otras plantas (CONABIO, 2010). Se emplean frutos para
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Figura 10. Muestras vegetales empleadas para la identificacion de R. liebmannii A.
Muestra colectada; micrografias de: B. Flor; C. Tallo y espinas; D. Haz de hoja; E.
Envés de hoja.

Figura 11. Distribucién geografica de Rubus liebmannii en el territorio nacional

(CONABIO, 2010).
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la elaboracion de mermeladas, tamales y dulces, ademas de hojas como
medicamento para padecimientos parasitarios y dolores del sistema gastrointestinal
(Rzedowski y Calderon-de Rzedowski, 2005). Bajo dichos criterios se concluy6 que
una de nuestras muestras poseia estas caracteristicas y cuya presencia ya habia
sido reportada en el pasado para sitios aledafios a la zona de colecta por las
expediciones Esquerra (1980), Gonzalez-Ortega (1980) y Landrum, Li y Ying
(1985). De esta manera nuestra muestra quedé a cargo del HN con el folio
IBUNAM:MEXU:1417230, la cual ademas sirve como refrendo de la presencia de la

especie en la regidn a través del tiempo desde su primer registro en 1980.
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Figura 12. Muestras vegetales empleadas para la identificacion de Rubus palmeri.
A. Muestra colectada; micrografias de: B. Flor; C. Tallo y espinas; D. Haz de hoja;
E. Envés de hoja.

Figura 13. Distribucion geografica de Rubus palmeri (CONABIO, 2010).
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3 Rubus coriifolius

Liebmann (1852) en su descripcioén original caracteriza a esta especie como plantas
de tallos arqueados con espinas curvadas y muchos tricomas simples, sin glandulas
pediculadas o cerdas; hojas penta y trifoliadas, foliolos elipticos u obovados, casi
siempre irregularmente biserrados con dientes grandes y contiguos, con tricomas
simples, densos y continuos en el envés; panicula con 10-50 flores, eje densamente
piloso, glandulas pediculadas ausentes o pocas, cortas y desiguales, cerdas
ausentes, aculeos en el eje y en los pedicelos ausentes o pocos; sépalos patentes
cuando en fruto; pétalos 0.9-1.5 cm de largo, 1-2 veces el largo de los sépalos,
blancos o rosados; fruto ovoide, mediano, negro, drupéolas pocas y grandes,
glabras, cayendo junto con el receptaculo (Figura 14); tiene como sinénimo Rubus
floribundus; éstas son plantas poco frecuente en bosques nublados, ampliamente
distribuida desde el norte de Baja California hasta el sur de Chiapas (Figura 15),
Centroamérica y Venezuela. Tallos, hojas y frutos se emplean en la herbolaria
tradicional con propésitos antimicrobianos y antiparasitarios (Barbosa y col., 2006;

Basurto-Garcia, 2015).

Una de nuestras muestras colectadas en campo cumplia con dichos criterios
taxonomicos, la cual quedd registra en el HN como Rubus coriifolius bajo el folio
IBUNAM:MEXU:1417229. Esta informacién es util para ratificar la presencia de la
especie en la zona desde su primer registro en 1969 e igualmente corroborada a

través de otras trabajos de 1986, 1988-1991, 1998, y 1999 por diferentes colectores.
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Figura 14. Muestras vegetales empleadas para la identificacion de Rubus palmeri.
A. Muestra colectada; micrografias de: B. Flor; C. Tallo y espinas; D. Haz de hoja;
E. Envés de hoja.

Figura 15. Distribucién geografica de Rubus coriifolius en el territorio nacional
(CONABIO, 2010).
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Cabe destacar que en total se colectaron exicados taxondmicos de tres especies de
zarzamora para el ejercicio de clasificacion bioldgica. Debido a que los habitantes
locales consideraban la existencia de so6lo dos especies de Rubus en la zona, no se

colectaron frutos de Rubus coriifolius al ser confundida con Rubus palmeri.
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B CARACTERIZACION QUIMICA DE ESPECIES SILVESTRES DE Rubus

1 Composicion quimica de frutos de Rubus

El Cuadro 4 muestra la composicion quimica de los frutos silvestres de
Rubus recolectadas en Sinaloa. Ambos frutos tuvieron contenido de humedad alta,
variando desde 89.3% (Rubus liebmannii) a 91.2% (Rubus palmeri). Ambas
especies presentaron similar contenido de proteina de Rubus liebmannii (5.4 g/100
g bs) y Rubus palmeri (5.0 g/100 g de bs). Estos resultados concuerdan con los
reportados para Rubus silvestres y Rubus cultivadas por diversos investigadores
(Bushman y col., 2004; Acosta-Montoya y col., 2010; Caidan y col., 2014; Cuevas-

Rodriguez y col., 2014; Vencia-Sullca y Guevara-Pérez 2013).

Con respecto, al contenido de grasa cruda en fruto de Rubus liebmannii y
Rubus palmerilos valores obtenidos fueron de 6.4 y 7.2g/100 g bs, respectivamente.
Estos frutos objeto de nuestro estudio recolectados en el estado de Sinaloa tuvieron
valores superiores para aquellos reportados por diversos investigadores (Caidan y
col., 2014; Valencia-Sullca y Guevara-Pérez 2013; Cuevas-Rodriguez y col., 2014)
quienes obtuvieron valores de contenido de grasa cruda en rango (2.6 a 5.5 g /100

gbs)y(<1.0a4.9g9/100 g bs), para Rubus silvestres y cultivadas, respectivamente.

El contenido de cenizas de los frutos de Rubus (2.5 a 2.9 g/100 g bs) se
muestra en el Cuadro 4, los valores se encuentran dentro del rango encontrados
por Valencia-Sullca y Guevara-Pérez 2013; Cuevas-Rodriguez y col., 2014, para

Rubus domesticadas (2.4 a 3.7 g/100 g bs).
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Cuadro 4. Composicion quimica de especies silvestres del género Rubus
colectadas en El Palmito, Sinaloa.

Especies
Componente quimico’ Rubus liebmannii Rubus palmeri
Proteinas 5.4+0.4° 5.0 +0.5°
Lipidos 6.4 +0.4° 7.2%0.52
Cenizas 2.5%0.27 2.9+%0.17
Carbohidratos 80.3+0.7% 80.3 £ 0.67

Los resultados se muestran en g/100 g de base seca (bs). Letras diferentes

en el mismo renglén, indican valores significativamente diferentes a (p<0.05)

acorde a la prueba de Tukey.
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El contenido de carbohidratos totales de los frutos bajo estudio, presentraon
valores similares (80.3 g/100g bs) para Rubus liebmanniiy Rubus palmeri. Nuestros
valores se encuentran dentro de los limites reportados (81.0 a 85.0 g/100g bs) para

Rubus silvestres por Cuevas-Rodriguez y col., 2014.
2 Perfil de minerales

El perfil de minerales de los frutos de las especies Rubus liebmannii y Rubus
palmeri son mostrados en el Cuadro 5, se puede observar que los minerales
presente en los materiales objetos de estudio se encuentran con diferente
proporcion, bajo el siguiente comportamiento orden decreciente: K* > Ca?* > Mg?*
> Na* > Mn?* > Fe3* > Zn?* > Cu?*, similar comportamiento para ambas genero de

Rubus.

Diversos investigadores han sugerido que presencia de minerales en frutos
interviene de manera transcendental en los procesos metabdlicos que le manifiestas
propiedades estéticas, nutricionales y funcionales a los mismos. Con respecto al K*,
Ca?*, Mg?* y Zn?* estos minerales se correlacionan positivamente con la capacidad
de mantener un pH estable en condiciones de acidez, metabolismo y concentracion
de carbohidratos, fotosintesis, activacion de enzimas y contenido de sdlidos
solubles en el fruto (Malavolta y col., 1997; Hawkesford y col., 2002; Sudheer e
Indira, 2007; Kader, 2008); asimismo, Mg?* es altalmente significativo durante la
fotosintesis y queda como remanente considerable de este proceso al darse la

madurez del fruto y bajar su tasa fotosintética (Santos-Guedes y col., 2013).
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Cuadro 5: Concentracion de minerales presentes en frutos de Rubus

liebmannii y Rubus palmeri.

Especies

Minerales’ Rubus liebmannii Rubus palmeri
Calcio (Ca?*) 1889.3 2051.2
Cobre (Cu?*) 6.6 8.0
Hierro (Fe**) 44.3 41.7
Potasio (K*) 5928.1 4800.4
Magnesio (Mg?*) 1046.1 1654.3
Manganeso (Mn?*) 106.6 72.8
Sodio (Na*) 613.6 838.3
Zinc (Zn?*) 17.9 23.6

T ppm: partes por millén
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En los que respecta a otros minerales, Cu?* es el primordial en la composicion
de la membrana celular de los frutos, manteniendo la integridad y estabilidad de las
paredes celulares, razon que se relaciona con la firmeza de frutos maduros, ademas
participa de manera significativa en sintesis de clorofila y activador de la tasa
fotosintética y de respiracién celular (Malavolta y col., 2002); mientras que Mn?*, es
necesario en procesos de 6xido-reduccion, asimilacion de carbono y el fotosistema
| (Malavolta y col., 2002); finalmente Fe®*" esta involucrado en la formacion de
precursores de clorofila y la activacion de enzimas del metabolismo de

carbohidratos (Malavolta y col., 2002).
3 Identificacién y cuantificacion de la fracciéon no polar (FNP)

El Analisis de GC-MS se utiliz6 para la identificacion y cuantificacion del perfil
de acidos grasos y otros compuestos no polares que se encuentran presentes en la
fraccion no polar (FNP) de frutos del genero Rubus colectadas en el estado de
Sinaloa (Cuadro 6). Para ambos frutos de zarzamora colectadas en el estado de
Sinaloa, podemos observar acidos oleico (25.6 y 30.7%) y linolénico (28.0 y 30.2%)
en Rubus liebmannii y palmeri, respectivamente, tuvieron los mayores porcentajes
relativos con respecto al perfil de acidos grasos totales. Los valores de porcentajes
relativos de acido oleico y linolénico de los materiales silvestres objeto de nuestro
estudio se encuentran en rango de valores observados en zarzamoras silvestres y

domesticadas por diversos investigadores (Fazio y col., 2013; Caidan y col., 2014).

Cuadro 6. Caracterizacion de la fraccion no polar (FNP) de R. liebmanniiy R.
palmeri.
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Compuestos Lipofilicos (%)

Componentes TR! Rubus liebmannii Rubus palmeri
Acido Palmitico (16:0) 30.6 10.3 £ 0.4° 15.2 £ 0.3°
Acido Estedrico (18:0) 41.1 0.9 0.1 0.6 £ 0.0°
Acido Oleico (18:1) 39.0 25.6+1.2b 30.7 £ 1.5°
Acido Linoleico (18:2) 39.8 15.1 £ 1.4° 6.3%0.8°
Acido Linolénico (18:3 38.9 28.0 £ 0.1° 30.2+0.1°
a-Tocoferol 52.6 12.5+1.12 9.0%1.8°
B-Sitosterol 53.9 6.5+ 0.5° 8.0+0.32

'"TR: Tiempo de Retencion (min). Letras diferentes en la misma fila, indica
diferencia significativa entre el mismo compuesto de diferentes especies con

una (p<0.05) segun prueba de Tukey.
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Ademas de acidos grasos en FNP, se identifico a-tocoferol, con contenidos de
12.5y 9.0 % para Rubus liebmannii y Rubus palmeri, respectivamente (Cuadro 6).
Estos valores encontrados de las especies estudiadas en la presente investigacion
contienen contenido de a-tocoferol hasta 6 y 50 veces mayores que las reportadas
para Rubus silvestres y domesticadas (Bushman y col., 2004; Fazio y col., 2013;
Radoc€aj y col., 2014). Asimismo los frutos de Rubus contienen B-sitosterol (Cuadro
6): en Rubus liebmannii (8.0%) y Rubus palmeri (6.5%). Estos valores son
superiores a las reportadas por Radocaj y col., 2014), para Rubus cultivadas (0.4 a

0.7%).
4 Identificaciéon y cuantificacion de la fracciéon de carbohidratos (FCHO)

El Cuadro 7 muestra la identificacion y cuantificacion de carbohidratos de las
dos especies de zarzamora silvestres (R. liebmanniiy R. palmeri). Ambas especies
se sometieron a un proceso de derivatizacion de carbohidratos (con el fin de mejorar
la volatilidad y deteccién de las moléculas) con una posterior caracterizacion por
cromatografia de gases. Los valores obtenidos indican que fructosa en ambas
especies con 48.7% en R. liebmannii y 49.7% en R. palmeri. Los resultados
obtenidos en este carbohidrato son similares a los reportados por (Escuredo y col.,
2011), quienes observaron valores promedio de fructosa en de Rubus silvestres
137.4%), mientras para 52 genotipos de Rubus domesticados de Norteamérica se

han observado niveles de fructosa de 41.5 al 52.0% (Fan-Guiang y col., 2010).

Cuadro 7. Caracterizacioén y contenido de carbohidratos de R. liebmannii y R.

palmeri.
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Carbohidratos (%)

Componentes TR! Rubus liebmannii Rubus palmeri
Fructosa 30.31 48.7 £ 0.5 49.7 £ 0.5°
Altrosa 31.74 7.2%+1.7 6.8+0.4
Galactosa 34.40 18.0 £ 0.6 17.8 1.0
Xilosa 34.51 6.7 £0.92 5.5+ 0.4°
Glucosa 39.96 19.8 £ 0.7 21.0%x0.7

'"TR: Tiempo de Retencion (min). Letras diferentes en la misma fila, indica

diferencia significativa entre el mismo compuesto de diferentes especies con

una (p<0.05) segun prueba de Tukey.
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En el Cuadro 7 también se muestra el porcentaje relativo de altrosa y
galactosa, las cuales son hexosas poco frecuentes en alimentos de origen vegetal,
debido a que son carbohidratos producidos principalmente por heterétrofos como
productos intermedios del metabolismo: Altrosa es sintetizada por Butyrivibrio
fibrisolvens; o como productos finales como la galactosa producida por las glandulas
mamarias de los mamiferos placentarios (Sunehag y col., 2002). El contenido de
altrosa y galactosa en Rubus liebmanniiy palmeri de las FCHO vari6é de 6.8 a 7.2%,

y 17.8 a 18.0%, respectivamente.

Otros carbohidrato identificado en la FCHO, es la xilosa, con porcentaje
relativo de 6.7 y 5.5% para Rubus liebmannii y Rubus plameri, respectivamente.
Esta es una hexosa sustancial de la madera y de alimentos fibrosos de origen
vegetal. La aparicion de este monosacarido en la FCHO podria deberse a la
modificacién de su forma isomérica (xilulosa) presente en el receptaculo frutal al
que se encuentran todos las drupelas de zarzamora (Martin-del Campo y col., 2013)
o posible modificacion de azucares conjugados liberados de algunas antocianinas,
debido a que agliconas como cianidina-3-xilésido y la delfininidina-3-xilésido han
sido determinadas en otras especies de Rubus (Cuadro 2). Asimismo, porcentaje
relativo de glucosa se estimé en 19.8% para Rubus liebmanniiy 21.0% para Rubus
palmeri. Algunos investigadores (Fang-Giang y Wrolstad, 2010) obtuvieron valores
desde 38.9 a 52.6% en especies domesticadas, estas son variedades que destacan

por su sabor dulce y gran tamafio con respecto a otros Rubus.

5 Contenido de polifenoles totales
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El contenido de compuestos fendlicos totales de las distintas fracciones de
las especies silvestres colectadas en la region noroeste de México se muestran en
el Cuadro 8. En el fruto de zarzamoras silvestres se observa una concentracion de
15.2 y 17. 3 mg EAG/g bs para Rubus liebmanni'y palmeri, respectivamente. En
diferentes estudios con frutos silvestres (Acosta-Montoya y col., 2010; Cuevas-
Rodriguez y col., 2014) se reporta contenido fendlicos totales de 18.4 a 35.0 mg
EAG/ g bs, observandose que nuestras especies silvestres contienen valores mas
bajos que los reportados por dichos investigadores. Sin embargo, nuestros valores
de contenido fendlicos totales dentro del rango reportado (14.2 a 22.4 mg EAG/g
bs) para frutos de especies domesticadas por diversos investigadores (Dai y col.,

2007; Valencia-Sullca y Guevara-Pérez, 2010; Cuevas-Rodriguez y col., 2014).

En lo que respecta a las fracciones ricas en polifenoles (FP), las cuales se
obtuvieron después de pasar los extractos por la resina Amberlite XAD-7 (esta
resina remueve: carbohidratos, acidos fendlicos y minerales) (Cuevas-Rodriguez y
col, 2010), estas fracciones (FP) mostraron valores de contenido fendlicos totales
de 201.0 y 184.4 mg EAG/ g bs, en ambas especies de Rubus colectadas en el
Estado de Sinaloa, respectivamente. El procedimiento de semipurificacién a traves
de la resina Amberlite incremento el contenido de fenolicos totales 13.4 y 10.8 veces
para R. liebmanniiy R. palmeri, respectivamente. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Cuevas-Rodriguez y col. (2010) en donde en frutos silvestres
colectados en Michoacan, México, reportan valores de contenidos fendlicos totales

que varian desde 92.7 a 187.2 mg EAG/g bs.
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Cuadro 8. Contenido de compuestos fendlicos totales en el fruto y fracciones de

Rubus liebmannii y Rubus palmeri.

Fendlicos Totales (mg EAGI/g bs)

Fraccion Rubus liebmannii Rubus palmeri
Fruto 15.2 £ 0.6° 17.3%0.7°
""" FPA
FP 201.0 £ 6.9° 184.4 + 13.1°
""" FPS
FRA 1 474.7 £ 13.4° 517.2 £ 28.2°
FRA 2 319.9 £ 21.5¢ 311.3 £ 14.9¢
FRA 3 209.0 £ 5.2¢ 309.2 £ 47.1¢
FRA 4 140.5 + 29.1 431.2%10.2°
FRA 5 460.5 * 36.23bc 476.8 * 46.33°
""""" FRP1 2924 +344° = 4349%27.4<
FRP 2 713.1 £ 58.1 637.5%31.9°

FPA: Fracciones Post Resina Amberlite; FPS: Fracciones Post Resina Sephadex;
FP: Fraccion Rica en Polifenoles; FRA: Fraccion de Antocianinas; FRP: Fraccion de
Proantocianidinas; EAG: Equivalentes de Acido Gélico; bs: base seca. * Diferencia
significativa dentro del mismo renglén con un valor de significancia de (p<0.05 con
prueba estadistica de Tukey; letras diferentes indican diferencia significativa entre
celdas, a una P<0.05 de significancia con prueba estadistica de Tukey.
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Posteriormente, a la semipurificacion con la resina Amberlite XAD-7, la
fraccion ricas en polifenoles (FP) se colocaron en una columna empacada con la
resina Sephadex LH-20, la cual se emplea para separar compuestos fendlicos
empleando distintos solventes, generando hasta 5 fracciones ricas en antocianinas
(FRA) y 2 fracciones ricas en proantocianidinas (FRP) en ambas especies silvestres
colectadas en Sinaloa, México (Cuadro 8). En las fracciones ricas en antocianinas
(FRA), el contenido de fendlicos totales en Rubus liebmannii y palmeri varié de
140.5 a 474.7.4 y de 309.2 a 517.2 mg EAG/g bs, respectivamente. En dichos
resultados se logra apreciar que las FRA 1 lograron obtener los mayores valores de
estos compuestos en ambas especies (Cuadro 8). De igual manera se observa que
los valores obtenidos mas bajos de los compuestos fendlicos se presentaron para
las FRA 4 en Rubus liebmannii y FRA 3 en Rubus palmeri. Estos valores
concuerdan con lo reportado por diferentes investigadores que utilizaron la
separcion de polofenoles bajo el mismo procedimiento (Cuevas-Rodriguez y col.,
2010), quienes informan contenidos de fendlicos totales en zarzamoras silvestres y
cultivadas de 211.4 a 598.0 mg EAG/g bs y 221.5 a 526.3 mg EAG/g bs,

respectivamente.

En las fracciones ricas en proantocianidinas (FRP), el contenido de fendlicos
totales en Rubus liebmannii y palmeri vari6é de 292.4.5 a 713.1 y de 434.9 a 637.7
mg EAG/g bs, respectivamente. En dichos resultados se logra apreciar que las FRP
2 lograron obtener los mayores valores de estos compuestos en ambas especies
(Cuadro 8). De igual manera se observa que los valores obtenidos mas bajos de

los compuestos fendlicos se presentaron para las FRP 4 en ambos Rubus.
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6 Identificacion y cuantificacion de las fracciones ricas en antocianinas (FRA)

La cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) asi como la
espectrometria de masas (MS) fueron métodos utilizados para la identificacion y
confirmacion de las antocianinas que se encuentran presentes en ambas especies
de los frutos del genero Rubus colectadas en el Noroeste de México en estudio

(Figura 16A, 16 B).

De acuerdo a la Figura 16 A se identificaron 3 diferentes tipos de antocianinas
en los frutos de Rubus liebmannii, donde el perfil de antocianinas mostré que son
derivadas del aglicon cianidina; donde se observan de tipo glucosiladas: cianidina-
3-O-glucosido (Cy-3-Glu) y cianidina-3-O-rutinésido (Gy-3-Rut), y de manera
acilada cianidina-3-0O-(6-malonil)-glucésido (Cy-3,6-Mal-Glu). Estos resultados son
consistentes en las evaluaciones analiticas (HPLC, LC-ESI-MS, MS/MS) debido a
gue las antocianinas tuvieron tiempos retencién en HPLC concordantes con los de
un control caracterizado previamente bajo las mismas condiciones experimentales
(Cuevas-Rodriguez y col., 2010). Las evaluaciones realizadas a través por LC-ESI-
MS mostraron tiempos de retencion diferentes a los observados en los
cromatogramas de HPLC (Figura 16B), estos es debido a la utilizacion de una
columna cromatografica y gradiente diferentes. Sin embargo, esto permitio una
separacion mas eficientemente en estos compuestos y una mejor deteccion a través

de MS.

La confirmacién de las antocianinas identificadas en presente estudio se llevd
a cabo con la comparacion de los tiempos de retencidn y la confirmacion del peso
molecular (Figura 17). Las antocianinas presentes en frutos de Rubus liebmannii,
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fueron caracterizadas por fragmentacion mediante MS/MS. Esta técnica muestra
dos iones: un i6n cuasi molecular [M+H] * y un ién fragmento [M+H-X] * derivado de
la pérdida del sacarido. Sin embargo, debido a que las antocianinas tienen una

carga positiva natural, se observa el ion molecular [M]* y un i6n fragmento [M-X] *.

El analisis de MS/MS de este estudio indica la presencia de un ion m/z = 287,
este ion esta asociado a la aglicona de cianidina (Giusti y col., 1999; Lee y col.,
2012). Asimismo, de acuerdo a los espectros obtenidos de MS/MS se observo la
presencia de un ion a m/z = 449 y un fragmento de m/z = 287, los cuales estan
relacionados con cianidina-3-glucésido (Cy-3-Glu). Ademas, otros iones de m/z =
595 y 535 y fragmentos de m/z = 287 obtenidos esta relacionados con cianidina-3-

rutinésido (Cy-3-rut) y cianidina-3-(6-malonil)-glucésido (Cy-3-6-Mal-Glu).

En lo que respecta, en frutos de zarzamora silvestres Rubus palmeri.
Adicionalmente, para las antocianinas identificadas en Rubus liebmannii (Cy-3-glu,
Cy-3-rut y Cy-3-6-Mal-Glu), se observé cianidina-3-O-xilosilrutinésido (Cy-3-Xyl-
Rut), (Figura 18A). En el cromatograma de LC-MS de Rubus palmeri el orden de
elusién de las antocianinas es diferente al observado en HPLC (Figura 18B).
Mediante MS/MS la fragmentacién indica una relacién m/z de 287 constante en las
muestras, al igual que en Rubus palmeri, por tanto las antocianinas presentes

también son derivados de cianidina (Figura 19).

Las antocianinas presentes en frutos de Rubus palmeri mostraron una
fragmentacion similar al de las antocianidinas observadas en Rubus liebmanni Cy-
3-glu m/z = 449, 287; Cy-3-Rut m/z = 595, 509, 469, 331, 287; Cy-3-6-Mal-Glu m/z
= 535, 287 mas la correspondiente a Cy-3-Xyl-Rut m/z = 727, 641, 609, 581, 463,

92



287, antocianinas que sido reportado en genero Rubus (Ku y Mun, 2008; Tulio y

col., 2008; Estupinan y col., 2011; Kim y col., 2011).
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En el Cuadro 9 se muestran el contenido y perfil de las antocianinas de las
zarzamoras silvestres del genero Rubus. Acorde a estos resultados en Rubus
liebmannii la antocianina predominante es Cy-3-Glu, seguida por Cy-3-Rut y Cy-3-
6-Mal-Glu, con un 83.5, 11.3 y 5.2%, respectivamente. Mientras, en Rubus palmeri
la antocianina mayoritaria es Cy-3-Rut, seguida por Cy-3-Glu, Cy-3-Xyl-Rut y Cy-3-

6-Mal-Rut, con un 45, 38.3, 12.1 y 4.6%, de manera respectiva.

Cy-3-Glu es la antocianina reportada con mayor frecuencia en frutos de Rubus
de todo el mundo, siendo esta también la mas abundante con respecto a otras
antocianinas (Cuadro 3). Sin embargo, interesantemente en Rubus palmeri la
antocianina mas abundante, correspondio a Cy-3-Rut que representd el 45% de
antocianina total. Esta antocianina se reporta con frecuencia en frutos de Rubus,
pero a pesar de ello, no supera el 30% del total de antocianinas en la mayoria de
las especies. Las formas aciladas de cianidina son reportadas en frutos de Rubus
en concentraciones bajas, estando entre los principales la cianidina-3-
dioxalilglucésido y Cy-3-6-Mal-Glu, en presente estudio Cy-3-6-Mal-Glu se identifico
en Rubus liebmannii'y palmeri con porcentajes de 5.2 y 4.6% de antocianina total,

respectivamente.
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Cuadro 9. Porcentaje de antocianinas individuales presentes en frutos de

ambas especies de Rubus

Al' (%)
n Antocianina TR Rubus Rubus Masa Fragmentos (m/z)
liebmannii  palmeri (M/z)

1 Cy-3-Glu 28.7 83.5 38.3 449 449, 287

2 Cy-3-Xyl-Rut 30.1 ND 12.1 727 727, 641, 609,
581, 463, 287

3 Cy-3-Rut 32.5 11.3 45.0 595 595, 509,
469, 331, 287

4 Cy-3-6-Mal-Glu 36.2 5.2 4.6 535 535, 287

" Porcentaje de antocianinas individuales acorde a los cromatogramas
obtenidos por HPLC. Cy-3-Glu:

Cianidina-3-O-glucésido; Cy-3-Xil-Rut:
Cianidina-3-O-xilosilrutinésido; Cy-3-Rut: Cianidina-3-O-rutinésido; Cy-3-6-

Mal-Glu: Cianidina-3-O-(6-malonil)-glucésido; m/z: relaciéon carga/ion; TR:
Tiempo de Retencién (min); ND: No detectado.
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7 Identificacién y cuantificacion de las fracciones ricas en proantocianidinas

Después de la purificacion de la Fracciones de polifenoles (FP) utilizando la
resina Sephadex LH-20 y solvente (acetona 70%), se lograron obtener fracciones
ricas en proantocianidinas (FRP). Cuando estas fracciones (FRP) fueron analizadas
a través de HPLC (absorbancia 280 nm) revelaron la presencia de taninos en
concentraciones altas y patron bajo de separacion por este método y gradiente
(Figura 20). Esta evaluacion nos permitio confirmar la localizacion de
proantocianidinas y taninos hidrolizables. Debido poner tener estandares
comerciales, HPLC no se logré identificar (HPLC) los componentes de las FRP.
Razén por la cual se prosiguié a realizar analisis por MS/MS de dichas fracciones,

para identificar estos compuestos quimicos acorde a su patron de fragmentacion.

En los que respecta, en Rubus liebmannii se detecto la presencia de taninos
hidrolizables como condensados (Figura 21 y 22). Dentro de los taninos
hidrolizables o elagitaninos se hall6é acido elagico (m/z 301) y derivados de acido
dihidroxidifenol (HHDP), estructura basica de este grupo de taninos (Hager y col.,
2008), compuesto quimico que con frecuencia son asociados a derivados de galoil
(galoil-bis-HHDP-glucopirano), llamado como casuarictina o potentilina y sus formas
isoméricas (Hager y col., 2008). Algunas estructuras oligoméricas de elagitaninos
presentes en Rubus son sanguiina H-6 y su isémero la lambertianina A, que ademas
han sido reportadas en concentraciones altas . Otros elagitaninos reportados son el
dimero sanguiina H-10 o lambertianina B; el trimero lambertianina C y el tetramero

lambertianina D (Gupta y col., 1982; Clifford y Scalbert, 2000; Mollen y col., 2003;
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Bushman y col., 2004; Koponen y col., 2007; Acosta-Montoya y col., 2010; Cuevas-

Rodriguez y col., 2011).

Dentro de los elagitaninos de Rubus liebmannii se encontré un perfil de la
relacion carga/ion (m/z) que nos sugiere la presencia de sanguiina H-
6/lambertianina A a una m/z de 1870 [M + H] y un patron de fragmentacion de m/z
de 1567 (M -HHDP); m/z de 1236 (M - 332, -1 HHDP, -2 H20); m/z de 933 (M —
2HHDP, - 1 glucosil, - 1 galoil); m/z de 858 (M — 378, -1 glucosil, -1 galoil, -2 H20).
Ambas, sanguiina H-6 y lambertianina A son casi idénticas en su estructura. Sin
embargo, sanguiina H-6 presentan una pequefa variabilidad en la posicion
ecuatorial del grupo carbonilo de la molécula de acido galico de la hexosa de la
casuarictina H-1’. Pedunculagina esta relacionada con m/z de 783 [M-1]. Razén que
sugerimos la presencia de Lambertianina C al localizar la sefial de m/z de 1401 (M
— mitad del la molécula), cuya m/z es de 2805 [M-H]. Lambertianina D se detecto
con una m/z de 1870 (M -.1/2 molécula + 1 HHDP), correspondiente a la mitad del

peso molecular tetramero original de casuarictina cuya m/z es de 3740.

En la Figura 21 aparecen taninos condensado como (epi)catequina con el
patron de fragmentacion de m/z (289). En las esta especie de Rubus liebmannii se
descubrié la presencia de polimeros de casuarictina, con masa molecular (936.64
g/Mol) y detectada a m/z 935 [M — H]. Esta molécula puede derivarse polimeros de
pedunculagina por la pérdida de un grupo galato (Kool y col., 2010). Ambos, taninos
hidrolizables, como condensados, han sido reportados con frecuencia en distintos

trabajos para diferentes especies de Rubus domesticadas y
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silvestres (Acosta-Montoya y col., 2010; Cuevas-Rodriguez y col., 2010; Kool y col.,
2010). En la Figura 21 se observan taninos condensado como (epi)catequina con

el patron de fragmentacion de m/z (289).

Mientras, en Rubus palmeri se detectdé m/z que pueden sugerir la
representacion de elagitaninos (mondémeros de acido elagico) con la sefial del ion
301 de m/z [M - H], asimismo, aparece constantemente en las muestras m/z (935),
que podria a casuarictina (Figura 22). De manera tentativa, sugerimos la presencia
de sanguiina H-2 con una relacion m/z de 1104 [M + H] y un patrén de fragmentacién
de 1058 (M —46; - 1 CO2), m/z de 935 (M — 123; - 1 COo, - trihidroxibenzeno); m/z
de 633 (M —302; - 1 CO, - 1 galoil, -1 HHDP). Ademas, proponemos la localizacién
de sanguliina H-6/lambertianina A bajo la m/z de 1567 [M — H] y un patrén de
fragmentacion de m/z de 1236 (M — 331; - 3 HHDP), m/z de 934 (M — 302; - 2 HHDP,
- 1 glucosil, - 1 galoil). Existe una senal que sugiere la presencia de sanguiina H-
10/Lambertianina B con la m/z 1567 [M-H], bajo el patrén de fragmentacion de m/z
1236 (M — 331; -1 HHDP y -2 H20), m/z 917 (M — 319; — 1 galato, -1 glucosil), m/z
783 (M - 134; -1 galoil) m/z 633 (M — 150; -1 galoil), m/z 301 (M-332; 1-galoil, -1
glucosil). Un patron similar de fragmentacion de estos elagitaninos fue observado
por Kool y col. (2010) para boysenberry (Rubus loganbaccus x baileyanus)
Finalmente, sugerimos la posible localizacion de mondmeros de pedunculagina
debido a la deteccién del ion m/z 783 [M-H]. Lambertianina C puede asociarse a la
m/z 1402 [M + H], pudiéndose fragmentar en la m/z de 1098 (M — 1 galoil), m/z de

1015
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Mediante RMN 'H de la FRP de Rubus liebmannii se obtuvo un espectro cuyas
sefales sugieren la presencia de una mezcla compleja de taninos hidrolizables
(Figura 23). Basandonos en el patron de fragmentacién de los taninos que
componen la FRP de Rubus liebmannii obtenidos por MS/MS (Figura 21) nos
dispusimos a seguir el patron de desplazamientos quimicos arrojados por los
protones de hidrégeno ('H) haciendo una calibracion previa del espectro para
CDODs (el cual se us6 como solvente de la FRP). Mediante reportes previos
realizados en distintos trabajos para detectar compuestos fendlicos en frutos de
Rubus y otras rosaceas (Costa-Ayres y col., 2009; Kool y col., 2010; Vrhovsek y
col., 2012; Paudel y col., 2013; Paudel y col., 2014; Oszmianski y col., 2015),
logramos identificar las sefiales caracteristicas que han sido descritas para taninos
condensados acido elagico (Figura 23A) y casuarictina (Figura 23B) y sus
derivados. De igual manera se pudieron determinar indicios de la presencia de

(epi)catequinas por este método (Figura 23C).

Un analisis subsecuente de la muestra por RMN "3C (Figura 24) confirmé
nuevamente la presencia de los taninos hidrolizables obseervados en las pruebas
anteriores, estando aun ausente cierto tanino condensado. Sin embargo, esta
evaluacion permitir identificar compuestos acorde a las interacciones angulares de
los C, asi como variantes isoméricas entre moléculas que no pueden ser detectadas
por HPLC (a menos que se emplee una columna quiral), MS y RMN 'H. De esta
manera pudimos determinar la presencia de epicatequina al proyectar sefales
aproximadamente a & 6.5-6.9 ppm (Figura 24C), como la catequina establece

sefiales cerca de los & 3.8 ppm (Donovan y col., 1999). De igual manera
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pudimos determinar la presencia de sanguina H-6 y lambertianina B, debido a la
aparecieron las sefiales de ambas moléculas, cuya diferencia unica radica en la
configuracion del carbonilo (C = O) del grupo galoil unido a la pentosa de la molécula
(Figura 24B), donde el C = O de sanguina se ajusta de manera ecuatorial al galato
(indicado con el recuadro violeta y *) (Figura 24), mientras que el C = O de
lambertianina A aparece junto a los otros C = O de la molécula (recuadro violeta sin

un *), cuya configuracion es cis (Kool y col., 2010; Vrhovsek y col., 2012).

Por otra parte, las pruebas de RMN 'H de la FRP de Rubus palmeri confirma
la presencia de taninos hidrolizables (acido elagico y derivados de casuarictina);
entre estos sangliinas y lambertianinas (Figura 27). La (epi)galocatequina,
observada en el espectro de MS/MS, no pudo ser detectada mediante este analisis.
Una prueba posterior por RMN '3C arrojé cuatro sefiales predominantes en el
espectro, sin embargo, no fueron lo suficientemente buenas para poder ser usadas
para identificar la mezcla compleja de compuestos que concordara con el espectro

de MS/MS para la misma fraccion.

Los taninos hidrolizables, como acido elagico, sanguiinas y lambertianinas
taninos condensados como (epi)catequina y (epi)galocatequina, se han encontrado
en genotipos silvestres y domesticados de Rubus de distintas partes del mundo,
siendo importantes compuestos fitoquimicos de defensa ante agentes de estrés
ambiental y que le dan un elevado valor nutracéutico para su aprovechamiento
alimenticio y farmacolégico (Gudej y col., 2004; Nagle y col., 2006; Acosta-Montoya
y col., 2010; Cuevas-Rodriguez y col., 2010; Lee y col., 2012 Paudel y col., 2013;

Paudel y col., 2014; Oszmanski y col., 2015).
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C CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS FRACCIONES DE FRUTOS DE R.

liebmannii Y R. palmeri

El método de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)
permite evaluar la capacidad antioxidante de compuestos encontrados en los
alimentos y otras muestras bioldgicas en pruebas in vitro (Cao y col., 1999). Este
meétodo es empleado con frecuencia para determinar la actividad antioxidante de

frutos de Rubus y otras frutillas (Moyer y col., 2002)

En el Cuadro 10 se muestran los valores de capacidad antioxidante de
extractos de frutos, ricos en polifenoles, antocianinas y taninos de Rubus liebmannii
y Rubus palmeri. De manera evidente podemos afirmar que el proceso de
purificacion de las fracciones, empleando resinas y solventes, favorece el

incremento de la capacidad antioxidante de las muestras.

Los frutos de Rubus liebmanniiy Rubus palmeri mostraron un ORAC de 277.35
y 249.15 ymol ET/g bs, respectivamente. Nuestros resultados concuerdan con
aquellos reportados por Cuevas-Rodriguez y col. (2010) de 169.9 a 361 umol ET/g
bs en 6 genotipos de frutos en Rubus mexicanas. Sin embargo, nuestros valores se
encuentran por debajo de lo indicado por Acosta-Montoya y col. (2010), quienes
reportan una capacidad antioxidante de 64 umol ET/g ff y de 432 ymol ET/g bs en

frutos de Rubus adenotrichus.

Cuadro 10. Capacidad antioxidante del fruto liofilizado y las fracciones de

Rubus liebmannii y Rubus palmeri.
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Capacidad Antioxidante (umol ET/g)

Fraccion Rubus liebmannii Rubus palmeri
Fruto 277.4%9.52 249.2 £ 8.9°
""" FNPZ  589%09® = 52324
""" FCHO®  769.1+ 6242  783.4%39.7°
""" FPA
FP 2,921.2+97.4 2,280.2 + 126.2"
""" FPS
FRA 1 3,755.0 £ 108.2 3,630.3+72.2°
FRA 2 3,661.8 £72.82 2,807.9 + 232.9°¢
FRA 3 3,397.2 + 122¢ 2,633.1 +£41.8°
FRA 4 3,098.9 + 43.6° 2,538.8 £ 78.3%
FRA 5 3,306.2 + 182.6° 2,642.1 £ 193.7¢
""""" FRP1 31759+ 143.7°  3,099.3+180.6°
FRP 2 5,143.8  124.9° 4,908.1 £ 54.3"

FL: Fraccion Lipidica; FPA: Fracciones Post Resina Amberlite; FPS:
Fracciones Post Resina Sephadex; FCHO: Fraccion de Carbohidratos; FRP:
Fraccion Rica en Polifenoles; FA: Fraccion de Antocianinas; FP: Fraccion de
Proantocianidinas. Los resultados se muestran en: ' uMol equivalentes de
trolox (ET)/g de fraccién (bs); ? uMol ET/mg de la FNP; 3 uMol ET/mg de la FCHO
(bs). * Diferencia significativa dentro de la misma fila; letras diferentes
indican diferencia significativa entre celdas, ambos a una P<0.05 con prueba
estadistica de Tukey.
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La capacidad antioxidante determinada para compuestos lipofilicos en las
fracciones de compuestos de no polares (FNP), fueron en Rubus liebmannii (58.9
umol ET/mg bs) y para Rubus palmeri (52.3 ymol ET/mg bs) (Cuadro 10). Esta
capacidad antioxidante podria deberse a los compuestos quimico presentes en los
frutos de zarzamoras silvestes como a-tocoferol, antioxidante liposoluble precursor
quimico de varios compuestos como la vitamina E (USDA, 1999). Existe poca
informacion en literatura cientifica que nos permita validar nuestros resultados con

respecto a otras especies de Rubus empleando este método.

Con respecto, a fracciones ricas en carbohidratos (FCHO) estos mostraron
valores de ORAC de 769.1 umol ET/g bs en Rubus liebmanniiy 783.4 ymol ET/g
bs en Rubus palmeri,. La FCHO mostré un ORAC 3 veces superior a la del fruto de
zarzamora silvestres colectadas en Noroeste de México. Para las fracciones ricas
en polifenoles (FP) ambas especies, los valores de ORAC observados fueron de
2,921.2'y 2,280.2 ymol ET/g bs, para Rubus liebmanniiy palmeri, respectivamente.
El procesos de semipurificacion a través de Amberlite XDA-7 permitié incrementar
la capacidad antioxidante en 10.5 veces para Rubus liebmannii y 9.2 veces para

Rubus palmeri con respecto al fruto de zarzamora silvestre objeto de este estudio.

Para las fracciones ricas en antocianinas (FRA), la actividad antioxidante vario
3,098.9 a 3,755.0 ymol ET/g bs en Rubus liebmannii y de 2,538.8 a 3,630.3 umol
ET/g en Rubus palmeri (Cuadro 10). De manera comparativa, la FRA presenta un
ORAC 13.6 veces superior al fruto de Rubus liebmannii y 14.6 veces con respecto

a frutos de Rubus palmeri. Estos resultados concuerdan con aquellos valores de
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ORAC obtenidos para Rubus silvestres y domesticadas en México por Cuevas-

Rodriguez y col., (2010).

La actividad antioxidante en fracciones ricas en proantocianidinas (FRP) el
Cuadro 10 muestra valores maximos de 5,143.8 y 4,908.1 umol ET/g para Rubus
liebmannii y palmeri, respectivamente. Esto valores de actividad antioxidante
representa un incremento de 18.5 veces mayor con respecto al fruto en Rubus
liebmannii y de 19.y veces mayor en Rubus palmeri, 1o que indica que la purificacion
con la resina Sephadex LH-20 permite la concentracién de compuestos fitoquimcos
que podria estar asociados con capacidad antioxidante de estos frutos silvestres

recolectados en Estado de Sinaloa.

D EVALUACION DE LABIOACTIVIDAD DE FITOQUIMICOS DE Rubus

SILVESTRES

1 Actividad antioxidante sobre células HepG2

El ensayo de actividad antioxidante celular (CAA) se utilizé para cuantificar el
efecto antioxidante de antocianinas y proantocianidinas de frutos de Rubus
liebmannii y palmeri. Este método mide la habilidad de los compuestos en prueba
de prevenir la formacién del compuestos fluorescente diclorofluoresceina (DCF), al
ser oxidados por el agente 2,2’-azobis(2-aminopropano) dihidroxiclorado a partir del
compuesto diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (no fluorescente en su forma
reducida), generando radicales peroxil sobre una linea celular de hepatocarcinoma
humano, llamada HepG2 (Wolfe y Liu, 2007). En este experimento se compararon

los resultados del decremento de fluorescencia en células expuestas a los
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compuestos fenolicos de frutos de Rubus contra las células del control, lo cual se
relaciona con la capacidad de evitar y/o disminuir la oxidacion de la DCFH-DA por

el fitoquimico en prueba.

Los valores de ECsp (mg/mL) indican la concentracion de muestra necesaria
para inhibir el 50% de fluorescencia de la DCF por la oxidacion producida por los
radicales perdxido en células HepG2 en comparacion con el blanco. Esto significa
que mientras mas bajo sea el valor de ECso de una muestra, mayor sera su actividad
antioxidante. La oxidacion de DCFH fue inhibida por los protocolos con y sin lavado

con PBS entre la aplicacion de los extractos y tratamiento con AAPH.

En el Cuadro 11 se muestran los resultados de esta prueba para las FRA de
Rubus liebmannii 'y palmeri. Comparando el protocolo de lavado vs el protocolo sin
lavado, este ultimo mostré valores de ECso menores que los del primero en ambas
especies, se presenta mayor actividad antioxidante intracelular cuando ocurre un
lavado de muestras con PBS. Esto podria deberse a la naturaleza de los
compuestos de las muestras, asi como su biodisponibilidad. Los resultados indican
que los tratamientos presentan diferencias significativas entre las distintas
concentraciones, sin embargo no existe un comportamiento dosis-dependiente
marcado de las concentraciones de antocianina de ambas especies sobre el efecto
inhibitorio de la fluorescencia en las muestras. A pesar de ello, se puede ver
diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos sin lavado con PBS y los que

se lavaron en cuanto a valores referentes al ECsoy AAC.
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Cuadro 11. Actividad antioxidante celular (AAC) de fracciones ricas en antocianinas (FRA) de las especies silvestres de

Rubus
Especie CA ECso (mg/mL) AAC (umol EQ/ug bs)

(ng/mL) Sin Lavado Con Lavado Sin Lavado Con Lavado

0.1 93 + 16.372 16.33 + 0.58¢° 19.59 + 3.45" 3.44 +0.12F

1 73 +3.6° 15.35 + 0.58¢ 15.38 + 0.76" 3.23+0.12°

Rubus 10 71.66 + 4.04° 13.67 + 1.54¢ 15.10 + 0.85° 2.87 +0.24°
liebmannii 100 77.33 + 12.663° 14 £1.73¢ 16.30 + 2.6178 2.95+ 0.37F
200 65.66 + 1.53 13.33 £ 1.15¢ 13.83 £ 0.32 2.81+0.24°

0.1 77.33 £6.023° 13.67 £ 0.58¢° 14.95 + 1.168 2.64 +0.11°
1 92.33 + 15.74% 15.67 + 2.08¢° 17.85 + 2.86"8 3.03 + 0.40%F
Rubus 10 89.66 + 4.042 15.33 + 1.53¢ 17.33 + 0.78" 2.96 + 0.30%°
palmeri 100 63 + 2b¢ 14.0 + 0° 12.18 + 0.39° 2.71+0.0"
200 48 + 2.65¢ 156+ 1¢ 9.28 + 0.51° 2.90 +0.19°

CA. Concentracion de antocianinas. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.



Cuadro 12. Actividad antioxidante celular (AAC) de fracciones ricas en proantocianidinas (FRP) de las especies silvestres

de Rubus.

Especie CA ECso (mg/mL) AAC (umol EQ/ug bs)
(ng/mL) Sin Lavado Con Lavado Sin Lavado Con Lavado
0.1 193.33 £ 2.892 63.67 + 9.45¢ 13.79 + 0.42* 4.54 +1.39°
1 174.67 + 5.13° 65.67 + 4.16° 12.45 £ 1.414 4.68 + 0.76°
Rubus 10 78.67 +2.31¢ 34.33 +4.16" 5.61 + 0.39° 2.45+0.32"F
liebmannii 100 36 + 69" 35.33 £ 12.0f9" 2.57 +0.71°F 2.52 +1.01°F
200 34.67 +2.31" 22 +6.08 2.47 + 0.45%F 1.57 £ 0.13F
0.1 162 + 4° 49 £ 1f 10.33 + 0.81% 3.12+£0.48°
1 151 £ 7.07° 60.33 + 4.24¢ 9.63 + 1.88" 3.84 +0.76°
Rubus 10 155.33 + 10.26° 60.67 + 7.37¢ 9.90 +0.728 3.87 £0.28°
palmeri 100 43.33 £ 3.219 27.33 +2.51 2.76 + 0.49° 1.74 +0.18F
200 32.67 +2.08" 22.33 +0.57) 2.08 + 0.41F 1.42 £ 0.07°

CP. Concentracion de proantocianidinas. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.



En el Cuadro 12 se ilustra la AAC de las fracciones ricas en proantocianidinas
(FRP) de Rubus liebmannii y Rubus palmeri. Es este recuadro se puede apreciar
que existen diferencias significativas (p<0.05) entre las distintas concentraciones
probadas sobre las células. Pese a ello, no existe un comportamiento dosis-
dependiente en cuanto al grado de inhibicion de fluorescencia ni diferencias
marcadas entre los tratamientos con lavado y los tratamientos sin lavado. Esta
evidencia nos sugiere que la mayoria de los taninos presentes en las FRP pueden

ser asimilados por las células, por lo que no reaccionan a nivel extracelular.

2 Efecto citotoxico de las fracciones sobre células C6 y RG2

El efecto citotoxico es aquel fenbmeno en el que un agente toxico ejerce su
accion sobre una célula. Estos agentes pueden ser de distinta naturaleza y las
consecuencias que generan son muy variables, desde generar alteraciones en la
fisiologia y la morfologia de las células (Riss y Moravec, 2004). Acorde a lo anterior,
se evaluaron diversas fracciones de frutos de ambas especies de zarmoras (24 y
48 h, con 9 concentraciones, en ambas lineas celulares). Los resultados se
determinaron espectrofométricamente por tinciones de cristal violeta y fueron
corroborados con rojo neutro. La mayoria de los 20 extractos (17 de ellos)
presentaron un efecto proliferativo en ambas lineas celulares, debido a que no se
observo una declive en la viabilidad celular, excepto para 3 fracciones; FRA 1y FRP

7, respectivamente en Rubus liebmannii; y la FNP en Rubus palmeri (Cuadros 13
y 14).

La linea C6 mostro gran resistencia al efecto citotoxico potenciado por los
extractos, ya que en la mayoria de los casos se observo un crecimiento celular
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superior al de los controles. La Fracciéon 1 de antocianinas (FRA1) de Rubus
liebmannii mostré efecto antiproliferativo sobre la linea RG2 a 48 h de exposicion

(Figura 25). Ninguna otra fraccion de antocianinas indico generar dafo celular sobre
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Cuadro 13: Citotoxicidad sobre células C6 a 24 y 48 h de exposicion a las FP, FRA, FRP y FNP de ambas especies.

Viabilidad Celular (%)

T:Eh);p Esp. Fprfgl():ia%r;ess Dosis aplicadas (ug/mL) Obs.
0.1 0.25 0.5 1 25 5 10 100 250
FP 1 >100 83.1 >100 >100 87.9 >100 >100 >100 62.7 cVv
1 96 82.3 71.9 78.9 74.7 75.6 74 78.6 72.3 CDD
2 96.6 97.5 93.3 90 73.6 79.1 91.3 74.1 74.9 cVv
FRA 3 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100  SIC
ﬁa‘f’z:nnﬁ 4 96.1 85.1 83.7 82.2 65.1 96.1 90 >100 >100 cVv
5 >100 88.1 90.3 85.8 85.3 96.6 85.6 >100 >100  CV
P 1 84.4 98.4 >100 >100 >100 91.1 81.7 >100 >100  CV
2 89.4 97.1 95.8 92.8 84.4 78.2 64.1 57.9 49.0 CDD
24 FNP 1 >100 98.7 98 99.1 97.7 96.5 93.1 88.2 79.4 CDD
FP 1 85.2 92.6 >100 >100 68.6 61 >100 >100 90.9 cVv
1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100  SIC
2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100  SIC
FRA 3 >100 84.4 77.7 72.0 67.2 85.5 93.3 >100 97.6 cVv
Rubus 4 >100 >100 78 90.2 85.8 97.2 60.8 89.2 87.8 cVv
palmeri 5 98.2 >100 92.4 86.3 96.8 81.6 75.2 74.4 75.9 CDD
P 1 87.1 99.5 67.9 >100 91.5 85.5 >100 >100 >100  CV
2 >100 67.5 >100 97.6 88.3 96.7 89.9 99.8 89.7 cVv
FNP 1 >100 >100 >100 >100 >100 99.1 99 98.4 98.1 CDD
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FP 1 9.5 696 655 499 35.3 52.5 56.5 63.7 97.2 cv

1 9.7 818 832 899 >100 >100 81.7 62.5 60.8 cv

2 796  >100 999 78 60.6 78.1 76.5 93.7 90.4 cv

b ERA 3 >100  >100  >100  >100  >100 >100 >100 >100 >100 SEC
liebmannii 4 848 686 657 533 44.2 64.8 54.1 60.0 81.6 cv
5 57.8 495 424 46 438 437 67.0 73.7 46.6 cv

o 1 863 988  >100  >100  >100 >100 >100 >100 94.3 cv

2 704 >100 664 623 57.5 53.7 52.0 48.1 28.0 CDD

48 FNP 1 >100  >100  >100  >100  >100 98.7 >100 90.3 89.1 cv
FP 1 660  >100 755  66.6 64.8 437 >100 79.8 >100 cv

1 9.7 818 832 899 94.9 94.5 66.9 62.5 60.8 CDD

2 >100  >100 663  >100 56.0 64.6 82.7 58.2 58.9 cv

FRA 3 689 687 612 473 405 515 52.9 61.9 83.8 cv

,’;"é‘,’/gf,’:ﬁ 4 815 996 539 802 455 50.9 54.0 463 46.4 CDD
5 840  >100 779 766 63.5 50.5 57.9 62.9 60.8 cv

e 1 >100 916  >100  >100  >100 >100 >100 >100 >100 SEC

2 701 >100 664 623 57.5 53.7 52.0 481 28.0 CDD

FNP 1 936 848 813 833 15.7 142 15.8 12.9 13.0 CDD

Tratamientos seleccionados para posterioires pruebas. TExp: Tiempo de exposicidn en horas; CV: Comportamiento
variable; CDD: Comportamiento dosis dependiente; SIC: Sin inhibicion celular.

Cuadro 14: Citotoxicidad sobre células RG2 a 24 y 48 h de exposicion a las FP, FRA, FRP y FNP de ambas especies.



Viabilidad Celular (%)

TExp Fracciones

(h) Esp. Probadas Dosis aplicadas (ug/mL) Obs.
0.1 0.25 0.5 1 25 5 10 100 250

FP 1 74.2 >100 56.9 86.4 83.9 86.4 68.8 70.7 58.9 Ccv

1 88.7 >100 86.0 85.3 >100 90.9 95.0 90.3 924 CDD

2 >100 >100 99.9 >100 62.8 >100 >100 >100 >100 Ccv

Rubus FRA 3 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 SEC

liebmannii 4 92.3 78.1 824 81.7 71.2 >100 89.6 98.8 >100 Ccv

5 98.2 71.9 78.7 76.5 72.4 73.1 90.9 78.1 87.3 Ccv

P 1 83.0 66.3 63.4 78.7 63.1 63.2 46.7 44.8 44.0 Ccv

2 76.9 >100 70.3 62.6 58.3 57.2 38.3 241 13.8 CDD

24 FNP 1 99.9 98.7 98.0 97.5 96.0 95.4 91.3 85.7 85.1 CDD

FP 1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 89.5 62.4 Ccv

1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 SEC

2 >100 >100 93.3 73.9 91.6 87.5 90.0 >100 94.7 SEC

FRA 3 >100 >100 93.9 79.7 85.7 >100 88.4 94.5 >100 Ccv

Eal:/gg:ri 4 >100 >100 >100 >100 83.9 >100 >100 97.4 98.0 Ccv

5 >100 >100 >100 >100 85.5 72.9 >100 94.6 86.3 CDD

ERP 1 >100 >100 90.4 98.6 84.3 57.9 91.1 69.7 68.3 Ccv

2 96.7 79.6 81.9 79.8 82.8 66.7 52.9 38.6 63.9 Ccv

FNP 1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 CDD
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Viabilidad Celular (%)

Fracciones

Esp. Probadas Dosis aplicadas (ug/mL) Obs.
0.1 0.25 0.5 1 25 5 10 100 250

FP 1 1 >100 90.1 99.2 89.2 741 85.7 90.1 >100 Ccv

1 1 88.7 >100 86.0 85.3 52.4 90.9 35.0 30.3 CDD

2 911 95.6 79.3 70.6 74.2 711 72.5 77.7 79.0 Ccv

Rubus FRA 3 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 SEC

liebmannii 4 88.2 80.1 67.2 76.8 85.7 87.7 76.8 67.8 68.4 Ccv

5 >100 78.8 69.3 63.3 74.3 84.6 59.4 49.2 30.5 Ccv

= 1 99.8 50.6 68.2 76.8 58.3 80.5 62.8 99.5 78.3 Ccv

2 74.8 70.1 63.8 58 88.4 57.1 38 22.9 12.7 CDD

48 FNP 1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 99.8 97.0 CDD

FP 1 91.0 >100 >100 82.8 87.5 58.9 70.9 73.5 >100 Ccv

1 >100 64.1 62.4 56 62.3 70.8 51.8 44.3 44.0 SEC

2 >100 >100 >100 >100 86.3 80.1 90.9 75.1 71.0 SEC

FRA 3 >100 >100 96.8 >100 90.9 >100 >100 80.4 74.8 Ccv

Ealijlgg:ri 4 >100 >100 >100 69.7 62 78.9 76.0 47.8 35.1 Ccv

5 92.3 88.9 81.4 82.7 75.6 70.0 87.7 53.2 71.9 CDD

ERP 1 85.8 72.6 >100 >100 >100 68.3 75.4 59 48.1 Ccv

2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 cVv

FNP 1 90.1 85.0 94.2 81.6 70.7 54.2 751 70.9 255 CDD

Tratamientos seleccionados para posterioires pruebas. TExp: Tiempo de exposicidn en horas; CV: Comportamiento
variable; CDD: Comportamiento dosis dependiente; SIC: Sin inhibicion celular
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Figura 25. Viabilidad de células RG2 tratadas con la fraccién rica en antocianinas

(FRA) de Rubus liebmannii por 48 h. * tratamientos seleccionados para posteriores
pruebas.
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alguna de estas lineas en ambos tiempos. No se observé tampoco efecto de las
fracciones de proantocianidina (FRP) en Rubus palmeri, mientras para Rubus
liebmannii se observo efecto citotéxico de una de las FRP2 a 24 y 48 h sobre ambas
lineas tumorales (Figuras 26). De la fraccién no polar (FNP) en Rubus palmeri se

observé efecto a 48 horas de exposicion sobre células C6 (Figura 27).

Por otra parte, la linea RG2 mostr6 menos tolerancia a concentraciones altas
en extractos (> 250 pg/mL), lograndose los mejores resultados para FRP2 a 24 y 48
h (Figura 26B y 26D) y la FRA 1 a 24 h (Figura 25). Nuestros resultados no
presentaron efecto en la FNP, FCHO y en las fracciones de frutos zarzamora

silvestres.

124



A:C624h

100 b b b b bc ¢ ¢ 100 @ b bc ¢ cd de e f g
- 80 I < 80
© ©
s I 2
= 60 P - = 60
. ©
>
o 40 B ; 40
el Be] _
X 20 . X 20 N
0 A B EENS D , B HEENENE D
\ o o
’éo\ oY &P Mo o '\90 q<9° O Q> P M0 9 RO
N N
C ¢
Control ug de FP 2/mL de DMEM:DMSO ug de FP 2/mL de DMEM:DMSO
d cd e e f
100 a b b ¢ c c d e f 100 g
- 80 < 80
(T ©
e T
= 60 = 60
c ©
o 40 I > 40
o ol —
X 20 I I = X 20 I |
o I H N N BN N = 0 o N __ !
> \
S Y0 e e S N0 S

s

pg de FP 2/mL de DMEM:DMSO ug de FP 2/mL de DMEM:DMSO

Figura 26. Viabilidad de células C6 y RG2 tratadas con la FRP Rubus liebmannii por 24 y 48 h.
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3 Determinacion de peroxidacion lipidica:

En modelos in vitro los radicales libres y agentes prooxidantes provocan dafos
severos sobre funciones y estructuras celulares, que podrian conducir a su muerte.
En células tumorales con sistemas apoptéticos mutados, el crecimiento y desarrollo
basal no se ven detenidos y continuan de manera acelerada transportando a que las
células cancerosas prosperen hacia células similares y otros tejidos (Linden y col.,
2008). Debido a esto, la citotoxicidad es un medio alternativo para inducir la muerte
celular por distintas vias, como lo es la lipoperoxidacion (de Castro-de Pardo, 2006).
La lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica es un proceso quimico en el que los
radicales libres inician un proceso en cadena que comienza con la captacion de
electrones de compuestos lipidicos de las endo y exomembranas celulares.
Generalmente ocurre sobre los acidos grasos poliinsaturados membranales (como
el acido linolénico), gracias a los multiples dobles enlaces queposeen hidrégenos
reactivos disponibles (Ferreira de Araujo-Ribeiro y col, 2011). Poliinsaturados
membranales (acido linolénico), debido a sus multiples dobles enlaces que poseen
hidrégenos reactivos disponibles (Ferreira de Araujo-Ribeiro y col, 2011). La
lipoperoxidacion podria ser responsable de dafos permanentes en membranas
internas y externas de las células, cuando estas son expuestas en agente oxidante
(Pérez-Gastell y Pérez-de Alejo, 2000). Sustancias antioxidantes con poder reductor
alto (glutation, tocoferoles y polifenoles) a concentraciones altas podria generar dano
oxidativo permanente en membranas (prooxidantes), produciendo inestabilidad
estructural en esta, lo que la conlleva a una desregulacion en el flujo de sustancias

con la matriz extracelular (Lindel y col., 2008). Durante la peroxidacion lipidica se
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generan varios aldehidos reactivos, siendo el maolnilaldehido (MDA) el mas
abundante (Esterbauer y Cheeseman, 1990). Por tanto, la determinacion de MDA
por acido tribarbitarico (TBA) es uno de los ensayos mas usados para determinar la
lipoperoxidacién, en el que se forma el complejo MDA-TBA y otros dos aldehidos.
Los aldehidos insaturados producidos como el 4-hidroxinonenal es
excepcionalmente reactivo y conduce a la produccién de mas productos citotoxicos

de peroxidacion lipidica (Colin-Gonzélez y col., 2015).

Tomando como base lo anterior, se cuantifico el dafio por peroxidacion lipidica
en las lineas C6 y RG2, con concentraciones que mostraron mejores valores de los
ensayos citotdxicos de compuestos no polares, antocianinas, proantocianidinas. Los
resultados indican que tratamiento con antocianinas (FRA2) de Rubus liebmannii en
la linea C6 a 48 h de exposicidn generd incremento en la formacién de MDA con
porcentajes mayores al 7 y 45% para concentraciones de 0.1 y 10 pg/mL,

respectivamente, en comparacion con el control (Figura 28A).

Nuestros resultados de los tratamientos citotdxicos de proantocianidinas
(FRP2) de Rubus liebmannii en ambas lineas celulares se obtuvieron mejores
respuestas de viabilidad celular con concentraciones de 0.5y 100 ug/mL para ambos
tipos celulares (24 y 48 h) de exposicion. Cuando se determiné efecto de
lipoperoxidacién observamos una mayor formacién de MDA en células RG2 a 100
pug/mL (> 50%) en tratamientos de 24 h con respecto al control (C) (Figura 28B).
Mientras que a 48 h bajo las mismas condiciones quien mostré porcentaje mas alto

de MDA con respecto a su control fue C6 con 100 pg/mL (> 80%) (Figura 28C).
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Por otra parte, tomando como referencia a las evaluaciones citotoxicas se
selecciono al tratamiento lipidico a 0.5y 1 ug/mL sobre C6 a 48 h de exposicion como
las condiciones viables con respecto a los demas. Bajo estas condiciones
observamos ue la formacion de MDA es superior a 18% a las concentraciones

sefialadas con respecto al control (Figura 28D).
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Figura 28. Formacion de MDA por exposicion de proantocianidinas sobre células C6 y RG2 a24 hy 48 h.
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4 Formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS):

Ademas de las pruebas de lipoperoxidacion, se midid la formacidn de especies
reactivas de oxigeno (ERQO) para ambas lineas celulares en ambos tiempos con
tratamientos de los extractos de zarzamoras y de nanoparticulas (Figura 29 y 30).
En tratamientos sobre células C6 a 24 h s6lo se observo efecto significativamente
diferente al control en los que habian sido tratados con nanoparticulas, inclusive
sin.extractos (Figura 29). Mientras que a 48 h de exposicidon el tratamiento de
proantocianidinas (FRP 2) de Rubus liebmannii muestran efecto significativo sobre
el control a concentracién de 100 ug/mL con y sin nanoparticulas (P 100 y PN 100),
Ademas, la Fraccion No Polar (EL) en Rubus palmeri a concentracion de 1 ug/mL
pero solo sin nanoparticulas presento efecto significativo. Asimismo, control con

nanoparticulas presenta incremento sobre el control sin estas.

Con respecto, en células RG2 a 24 h (Figura 30) se observa efecto diferente
en tratamientos con nanoparticulas asi como concentracion mayor de
proantocianidinas a 100 pg/mL (P 100). Sin embargo, a 48 h observamos que la
formacién de ROS es significativamente menor que en el control en concentraciones
menores de proantocianidinas (P 0.5) y antocianinas (A 0.1) sin nanoparticulas,
ambas en Rubus liebmannii, pero los tratamientos con mayor efecto significativo
fueron aquellos realizados con nanoparticulas y extractos con mayor concentracion
de antocianinas y proantocianidinas (10 y 100 ug/mL, respectivamente). No se

aprecia diferencia significativa entre estos cuatro tratamientos.

Tomando como referencia los resultados anteriores, podemos concluir que
fracciones ricas en antocianinas (FRA), proantocianidinas (FRP) y compuestos no

131



polares (FNP) de especies de Rubus silvestres colectadas en el Noroeste de México
presentan efectos considerables sobre induccién de muerte celular por vias alternas

sobre gliomas murinos.
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5 Determinacion de genotoxicidad:

La genotoxicidad es la capacidad que tiene un agente de generar dafo sobre
algun componente importante del genoma; no sélo el AND gendmico, sino también
sobre algunos de sus mecanismos de reparaciéon, condensacion y descondensacion
que comprometan el funcionamiento y comportamiento de estructuras tan grandes
como cromosomas. Estos agentes pueden ser de naturaleza fisica (radiacion, rayos
UV) y quimica (pH, agentes rédox) capaces de alterar la informacion genética. Estos
pueden unirse al ADN o actuar sobre enzimas reparadoras del ADN, que pierden la
capacidad de corregir errores en el genoma, produciendo asi mutaciones que
pueden o no generar procesos cancerosos (Kolle, 2012). En algunas células
tumorales, los mecanismos de reparacion de ADN no estan bien regulados por la
mutacion de uno o varios genes correctores de anomalias genéticas (Dauer y col,
2003; Azevedo y col, 2007), por tanto, al haber dafo sobre este sistema, las células
cancerigenas son susceptibles a no tolerar condiciones ante agentes genotoxicos y
tienden a morir por vias necréticas y no por las apoptéticas (Proskuriakov y col,

2003).

La via utilizada para evaluar la presencia de citotoxicidad por efecto genotoxico en
ambas lineas celulares expuestas a los extractos seleccionados de Rubus liebmanni
y palmeri, fue determinando la degradacion de ADN gendmico mediante
electroforesis en gel de agarosa. El mayor efecto genotoxico por degradacion de
ADN nuclear se observa en la Figura 31, en los carriles 3, 6, 11y 16 (C6 24 h, RG2
24 h, C6 48 h y RG2 48 h, respectivamente) donde se muestran la degradacion

mayor (entre 6 y 4 kilobases) expuestos a una concentracion de 100 pug de
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proantocianidina/mL de DMEM:DMSO en comparaciones con sus respectivos
controles sin tratamiento (carriles 1, 4, 7 y 12), donde la degradacién practicamente
es nula. Estos valores concuerdan con los observados en las Figura 31, donde los

porcentajes de viabilidad oscilaron desde 66 hasta 24% con respecto a sus controles.
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Figura 31. ADN tefido con ioduro de propidio en gel de agarosa.
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VII. CONCLUSIONES

Se reportaron tres especies de zarzamoras silvestres en las inmediaciones del
ejido El Palmito, Concordia, lo cual nos indica la permanencia de la especies en la
zona desde sus primeros registros a finales del siglo XIX 'y principios del siglo XX a
pesar de las actividades humanas que generaron impactos directos sobre la

vegetacion como silvicultura, mineria y pastoreo de ganado.

Las técnicas de semipurificacion de fitoquimicos de frutos empleando distintos
solventes y las resinas de intercambio iénico (Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20)
permitieron la separacion de estos para su posterior identificaciéon. EI empleo de
estas técnicas generd que se incrementara la concentracion de compuestos con
actividad biologica hasta 48 veces en fracciones extraidas de frutos de Rubus

liebmannii y hasta 38 veces en fracciones de Rubus palmeri.

Utilizando equipos cromatograficos (HPLC, GC, LC-ESI-MS, MS/MS, RMN) y
espectroscopicos (EAA) analizar las fracciones obtenidas de los frutos de ambas
especies, asi como los arreglos moleculares que las conforman. Dentro de las
antocianinas se detectaron glucésidos de cianidina y una forma acilada de la misma,
estando en mayor proporcion la cianidina-3-O-glucésido en frutos de Rubus
liebmannii (>80%) y cianidina-3-O-rutindsido en Rubus palmeri. En cuanto a taninos
destacan los derivados y polimeros de casuarictina (sanguinas y lambertininas),
(epi)catequinas y acido elagico. Se encontré de igual manera la presencia de
algunos carbohidratos (siendo la fructosa el principal para ambas especies) y acidos
grasos en proporciones variables de una especie a otra. De igual manera se pudo
determinar la presencia de algunos minerales metalicos y no metalicos como
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residuos de procesos metabdlicos o implicados en reacciones de la maduracion de
estos. Por tanto, frutos de Rubus liebmanniiy Rubus palmeri son una buena fuente
de compuestos fitoquimicos diversos que, acorde a distintos estudios, cuentan con

un alto potencial nutracéutico para mantener un buen estado de salud.

La capacidad antioxidante de los frutos y sus fracciones aumento conforme se
hacian purificaciones empleando las resinas de intercambio iénico. De esta manera,
en ambos frutos la actividad antioxidante se incrementd hasta 19 veces, siendo las

fracciones de proantocianidinas las que mostraron mayor efecto antioxidante.

La actividad antioxidante celular, determinada de manera endégena y exdgena
en células HepG2, nos indica que los polifenoles juegan un papel importante como
agentes protectores de oxidacidn tanto a nivel citoplasmatico como a nivel

membranal.

El efecto citotoxico que muestran sobre las lineas celulares C6 y RG2 esta
relacionado con el comportamiento prooxidante que pueden ejercer compuestos
antioxidantes como los descritos en estos frutos. Sin embargo, la mayoria de los
tratamientos con las distintas fracciones aisladas de frutos de ambas especies
mostraron sobrevivencia y tolerancia ante la exposicion a estas a diferentes
concentraciones. Debido a lo anterior, las fracciones mostraron mayor efecto
prooxidante sobre las lineas celulares estudiadas fueron la FRA y la FRP de Rubus

liebmaniiy la FNP de Rubus palmeri.

El efecto citotdxico inducido por prooxidacion de estructuras celulares se pudo

determinar gracias a la medicion de lipoperoxidacion, ROS y degradacion de ADN
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nuclear. Asi, el mayor efecto de lipoperoxidacion y de daio por genotoxicidad se
observd en células RG2 a 48 horas de exposicion con FRP de Rubus liebmannii.
Por otra parte, la mayor formacion de ROS sobre células C6 en tratamientos con 48

horas de exposicion a la FRP de Rubus liebmannii.

Estos frutos presentan un alto potencial como alimentos ricos en compuestos
antioxidantes, los cuales han sido asociados a estados de buena salud al prevenir
cuadros clinicos de padecimientos infecciosos y no infecciosos relacionados con el

estrés oxidativo.
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X. ABREVIATURAS

AAC Actividad Antioxidante Celular

Aac Acido acético

AAPH 2-2’-Azobis amidinopropano

ACS American Cancer Society (Sociedad Estadounidense de Cancer)
ADN Acido desoxirribonucleico

AET Acetato de etilo

AFM Acido férmico
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AOAC
ARNm
ATB
ATC
AUC
Aw

Bs
BSTFA

BW

Ca
CDs0OD
CDD

Cm

col
CONABIO
CONACYT
CO;

Cu

cv
C3H303Na
DFC

DCFH

Association of analytical communities
Acido ribonucleico mensajero

Acido tiobarbiturico

Acido tricloroacético

Area under the curve (Area bajo la curva)
Clima tropical con invierno seco

Base seca
N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetoamida
Clima seco arido

Control

Calcio

Metanol deuterado

Comportamiento dosis dependiente
Centimetro(s)

Colaboradores

Comision Nacional de Uso y Conocimiento de la Biodiversidad

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Dioxido de carbono

Cobre

Comportamiento variable
Piruvato de sodio
Duclorofluoresceina oxidada

2’ 7’-diclorofluoresceina
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DCFH-DA
DMEM
DMSO

E

EAA

EAG

EC

ECD

ECso

ENU
ESI
Esp
ET
EtOH
Ev
F-C
FCHO

Fe

FNP
FP

FRA

2',7’-diclorofluoresceina diacetato

Dubelcco’s modified Medium (Medio Eagle de Dubelcco Modificado)
Dimetilsulfoxido

Este

Espectroscopia de absorcion atémica

Equivalentes de acido galico

Extracto crudo

Enfermedades crénico-degenerativas
Concentracion de extractos requerida para alcanzar un 50% de
actividad antioxidante celular

N-etil-N-nitrosourea

Electrospray ionization (lonizacion por electrospray)
Especie

Equivalentes de trolox

Etanol

Electrovoltios

Folin-Ciocalteau

Fraccion de carbohidratos

Hierro

Fruto fresco

Fraccion no polar

Fraccion rica en polifenoles

Fraccion rica en antocianinas
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FRP

CG

HBSS
HCI
HN
HNO3

HPLC

Hz

H20
IBUNAM
INC

IUPAC

kg
km

Kv

LC

Fraccion rica en proantocianidinas

Gramo(s)

Gas cromathography (Cromatografia de gases)

Hora(s)

Medio de cultivo de Hank

Acido clorhidrico

Herbario Nacional

Acido trioxinitrico

High performance liquid cromatography (Cromatografia liquida de alta
eficiencia)

Hertz

Agua

Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto Nacional de Cancerologia

International Union of Pure and Applied Chemistry (Unién Internacional
de Quimica Pura y Aplicada)

Constante de acoplamiento

Potasio

Kilogramo(s)

Kilémetro(s)

Kilovoltios

Litro(s)

Liquid cromatography (Cromatografia liquida)
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MHz
Mm
mm
MeOH
Mg
mg
min
MI

Mn
MS
msnm

m/z

Na
NaOH:
ND
NE
nm

NO

OH

Metro(s)

Megahertz

Milimolar

Milimetro

Metanol

Magnesio

Miligramo(s)

Minuto(s)

Mililitro(s)

Manganeso
Espectrometria de masas
Metros sobre el nivel del mar
Relacién masa/carga
Norte/Nitrégeno/Normal
Sodio

Bicarbonato de sodio
No Disponible

Noreste

Nanometro(s)
Noroeste/Oxido nitrico
Oeste

Grupo hidroxilo
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ORAC

PBS
PFA

Ph

ppm
PROFAPI
PTFE
RMCD
RNM'H
RMN'3C
RNS
rom
ROS

RT

S

s

SE

SEMARNAT

SFB

Oxygen radical absorvance capacity (Capacidad de absorcion de

radicales de oxigeno)

Oxigeno Molecular

Fosforo

Peso

Phosphate-buffered saline (Buffer de fosfato salino)
Paraformaldehido

Coeficiente de acidez y alcalinidad

Partes por millén

Programa de Fortalecimiento a Proyectos de Investigacion
Politetrafluoretileno

Random metiled cyclodextrin (Ciclodextrina metilada al azar)
Resonancia magnética nuclear de protones
Resonancia magnética nuclear de carbono
Especies reactivas de nitrogeno

Revoluciones por minuto

Especies reactivas de oxigeno

Tiempo de retencién

Sur

Segundo(s)

Sureste

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales

Suero fetal bovino



SMC Sistema Nervioso Central

SO Suroeste

TBE Buffer de tris, borato y EDTA.

TPL The Plant List

U Unidades

USDA United States Department of Agriculture (Departamento de Agricultura

de Estados Unidos)

UAS Universidad Autonoma de Sinaloa

UNAM Universidad Nacional Autonoma de México

uv Ultravioleta

Vv Volumen

WHO Wolrd Healt Organization (Organizacion Mundial de la Salud)
WME William’s Medium Eagle (Medio Eagle de William)
Zn Zinc

Mg Microgramo(s)

pL Microlitro(s)

pumol Micromol(es)

o Partes por millén

°C Grados centigrados
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