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Resumen

Introduccion: Los taninos hidrolizables (TH) se han
convertido en un tema de interés cientifico debido a su
potencial nutraceutico. Tanto los galotatninos (GT) como
los elagitaninos (ET) muestran diversas propiedades bio-
quimicas que, dentro del individuo que las consume, se
traducen en diversos beneficios para la salud (e.g. an-
ti-diabéticas, anti-mutagénica, antimicrobianas) asocia-
dos a su capacidad antioxidante (CAOX).

Objetivo: Analizar los aspectos mas relevantes (aspec-
tos bioquimicos, nutricionales/analiticos y efectos a la sa-
lud) reportados en la literatura cientifica sobre TH.

Métodos: Se realizé una bisqueda en diversas bases
de datos (PubMed, Cochrane, ScienceDirect) y documen-
tos de libre acceso (Google Scholar) sobre TH, GT y ET.
Esta informacion fue posteriormente sub-clasificada en
aspectos bioquimicos, nutricionales y analiticos (revision
narrativa) y efectos a la salud (revision sistematica).

Resultados: La complejidad molecular y cantidad ele-
vada de grupos hidroxilo (-OH) en un amplio universo
de ET y GT es responsable no solo de una diversidad de
métodos para su extraccion y purificacion sino también
son responsables de diversos efecto pro- y anti-fisiologi-
cos como la inhibicion reversible de enzimas, secrecion
proteica, CAOX y efectos antiproliferativos.

Conclusiones: La asociacion de ET y GT con diversas
biomoléculas presentes en los alimentos y/o macromolé-
culas del tracto digestivo, limitan en muchos casos la pro-
pia CAOX de estos compuestos pero en cambio permiten
la distribucion diferencial de GT y ET a distintos 6rganos
blanco de tal forma que sus efectos en la salud aparente-
mente son diferenciales.
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HYDROLYZABLE TANNINS; BIOCHEMISTRY,
NUTRITIONAL & ANALYTICAL ASPECTS AND
HEALTH EFFECTS

Abstract

Introduction: Hydrolysable tannins (HT) have been of
scientific interest because of their nutraceutical potential.
Both gallotannins (GT) and ellagitannins (ET) show di-
fferent biochemical properties that result in various heal-
th benefits (eg anti-diabetic, anti-mutagenic, anti-micro-
bial) for consumers, all associated with their antioxidant
capacity (AOXc).

Objective: To analyze the most relevant aspects (bio-
chemical, nutritional/analytical and health effects) of HT
reported in the scientific literature.

Methods: A systematic search was conducted in seve-
ral databases (PubMed, Cochrane, ScienceDirect) and
free-access repositories (Google Scholar) on HT, GT and
ET. This information was further sub-classified into bio-
chemical, nutritional and analytical aspects (narrative
review) and health effects (systematic review).

Results: The high molecular complexity and amount of
hydroxyl groups (-OH) in both ET and GT, are responsi-
ble not only for a plethora of methods for extraction and
purification but also for the several pro-and anti-physio-
logical effects of them such as enzyme inhibitions, pro-
tein excretion stimulation, AOXc and anti-proliferative
effects.

Conclusions: The association of ET/GT with several
macromolecules present in foodstuffs and the digestive
tract, counteract the AOXc of these compounds but con-
versely allow the differential distribution of GT and ET
to different target organs in such way that their health
effects seems to be different.

(Nutr Hosp. 2015;31:55-66)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.1.7699

Key words: Tannins. Gallotannins. Ellagitannins. Cancer.
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Abreviaturas

B-PGG: B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-O-Glucopiranosa

CAOX: Capacidad antioxidante

CPF:  Compuestos poli fendlicos

ET: Elagitaninos

F/V: Frutas y vegetales

FT: Florotaninos

GT: Galotaninos

HeT: 1-0-galoilo-2,3;4,6-bis-hexahidroxidife-
noil-B-D-glucopiranosa

HHDP: Acido hexahidroxifenico

ORAC: Oxygen radical absorbance capacity

PPO:  Polifenol oxidasa

PRP:  Proteinas ricas en prolina

TC: Taninos condensados

TH: Taninos hidrolizables

TT: Taninos totales
Introduccion

Después de la Segunda Guerra Mundial, los com-
puestos polifendlicos (CPF) gradualmente se convir-
tieron en un tema de interés en diversos campos de
investigacién como los son la agricultura, la ecologia,
la alimentacién y la medicina!?. Desde los trabajos
pioneros realizados en los 50’s, el desarrollo cientifico
ha conducido al establecimiento de una de las lineas de
generacion y aplicacion de conocimientos mds prome-
tedoras en el terreno de la alimentacién funcional: Los
CPF de plantas. A la par de este avance, el reconoci-
miento publico ha impulsado la produccién y consumo
de productos bdsicos como frutas, vegetales y semillas
34y la produccién de nuevos productos adicionados/
fortificados con CPF en la industria de refrescos y be-
bidas®, panificados® e incluso de origen animal.

Dentro de las investigaciones sobre CPF, se encuen-
tran aquellas sobre sus formas poliméricas: los tani-
nos. Extraidos de plantas y algas, la mayor parte de
estos se clasifican en base a su mondmero base (e.g.
acido gédlico, acido eldgico, flavan-3-oles y florogluci-
nol). Estos se ensamblan en estructuras poliméricas de
alto peso molecular, con distinta capacidad de union
a protefnas u otras macromoléculas’ y susceptibilidad
a la hidrdlisis quimica o enzimdtica en condiciones in
vitro lo que determina su clasificacion en taninos “con-
densados” (TC, proantocianidinas), hidrolizables (TH,
galo- y elagi-taninos) y complejos 8°.

Los TC muestran diversas propiedades fisicas y qui-
micas que, dentro del organismo que las consume, se
traducen en diversas actividades bioldgicas'’: Propie-
dades antioxidantes, quimio-terapéuticas, anti-infla-
matorias y antimicrobianas. Sin embargo, por su inca-
pacidad para ser hidrolizados, se les ha involucrado en
diversas actividades antinutricionales (e.g. secuestro
de micronutrientes). Los TH, por el contrario, al po-
seer un nucleo glucidico (generalmente glucosa), son
mds susceptibles a hidrdlisis en condicion fisioldgica,

permitiendo la liberacién gradual de sus componentes
primarios'"'?. Diferentes TH aislados de plantas co-
mestibles y no comestibles, han mostrado una fuerte
capacidad bioldgica como anti-tumorales, anti-mu-
tdgenos, anti-diabéticos y antibidticos, teniendo esta
ultima capacidad un impacto conveniente en la vida
de anaquel de alimentos preparados con TH'. Sin em-
bargo, su capacidad de hidrdlisis también resulta ser
un defecto cuando el alimento se procesa, sufre trans-
formaciones o cuando se le almacena'*!*. Estas y otras
cuestiones bioquimicas y analiticas son abordadas en
la presente revision narrativa.

Bioquimica

Estructura y clasificacion de taninos. Los CPF
comprenden una amplia gama de sustancias que po-
seen al menos un grupo hidroxilo (-OH) en uno o mds
anillos fendlicos. Dentro estos se encuentran los tani-
nos, que resultan ser el subgrupo de CPF posiblemente
de mayor tamaio. El término tanino fue originalmente
utilizado para describir ciertas sustancias organicas
que servian para curtir pieles de animales, proceso co-
nocido en inglés como tanning >°. Actualmente, este
termino ha sido ampliamente aceptado para nombrar
un grupo bastante heterogéneo de CPF de masa mo-
lecular relativamente alta (500-20000 Da) y de com-
plejidad elevada (12-16 hidroxilos en 5-7 anillos aro-
madticos por cada 1000 Da?®. Quimicamente se definen
como: “Metabolitos secundarios derivados de plantas
que pueden ser esteres de acido gdlico o sus derivados
unidos a una amplia variedad de poli oles, catequina o
nicleos triterpenoides [galotaninos (GT), elagitaninos
(ET) o taninos complejos], o bien oligomeros o polime-
ros de proantocianidinas que pueden poseer diferente
acoplamiento inter-flavonil u otros patrones de subs-
titucion (TC)". Sin embargo, por convencidn, diversos
autores clasifican a los taninos en cuatro grupos: los
condensados (TC, origen flavonoide), los hidrolizables
(TH, origen no flavonoide) %8, los floro taninos (FT,
derivados de algas café) y los taninos complejos. Los
taninos son conocidos por su capacidad para unirse a
otras macromoléculas como los hidratos de carbono'
y las proteinas'® mediante fuerzas covalentes y no co-
valentes’ y por su astringencia y sabor amargo'’, pero
estas propiedades son dependientes del tipo de tanino,
como se habra de revisar en secciones posteriores.

Los TC son el resultado de la polimerizacion de uni-
dades de flavan-3-ol como la catequina (Fig. 1a), la epi-
catequina o la leucocianidina unidos mediante enlace
C-C y carentes de un nicleo glucidico'®. Los tres gru-
pos representativos de TC son las procianidinas (Fig.
1b), proantocianidinas (Fig. 1c), prodelfinidinas y pro-
fisetinidinas?. Los TH por su parte, estdn compuestos
de ésteres de acido gélico (4cido 3, 4, 5-trihidroxiben-
zoico, Fig. 1d) o el acido eldgico (,4’,5,5",6,6"-acido
hexahidroxidifenico-2,6,2’,6’-dilactona; Fig. 1h) uni-
dos a una unidad central de carbohidrato'? y su nombre
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Fig. 1.—Estructuras representativas de taninos condensados (TC), hidrolizables (TH) y florotaninos (FT) y sus precursores. Ver siglas
en seccion de abreviaturas 'y nombre de estructuras en texto.
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hace referencia a su fdcil capacidad para hidrolizarse
en presencia de dcidos, bases o enzimas tanto in vitro'
como in vivo'.

Los GT son considerados como las formas mds sim-
ples de los TH. Son ésteres del dcido gdlico y del aci-
do di gdlico unidos entre si por enlaces ésteres entre
el carboxilo (-COOH) de uno de ellos y el -OH del
otro y a su vez unidos a hexosas como la glucosa me-
diante un enlace anomérico beta, pues la forma alfa
no es comun en la naturaleza'?, aunque a nivel labora-
torio se pueden producir a conveniencia y bajo reac-
ciones controladas, isémeros alfa®. La -glucogalina
(1-O-galoil-b-d-glucopiranosa; Fig. le) es la forma
mds simple de GT y sirve como donador de su unidad
galoil para la sintesis de otros GT mds complejos!??!,
como la B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-O-Glucopiranosa
(B-PGG, Fig. 1f). La diversidad estructural de los GT
estd determinada por: a) Cada uno de los enlaces éster
que se encuentren en la molécula glucidica (e.g. 5 para
formar $-PGG) y b) Por los enlaces depsidico (meta- o
para-) dados por las unidades de dcido gélico al unirse
con otra molécula de 4cido gédlico para formar un éster
cada vez de mayor tamafio como el acido tdnico (Fig.
1g) 2. Cabe sefialar que existen otros derivados de aci-
do gélico que por estar unidos a acido quinico que no
se agrupan dentro de los GT sino forman parte de otro
grupo especial denominado tarataninos'*: los cuales
son extraidos de la “tara” (Caesalpinia spinosa).

Los ET se forman a partir del dcido hexahidoxidi-
fénico (HHDP, Fig. 1i), el cual al ser hidrolizado se
deshidrata espontdneamente para formar el dcido eld-
gico (Fig. 1h) . El primer ET aislado de plantas fue
la agrimonina (Fig. 1j) a partir de Agrimonia pilosa y
Pontetilla kleiniana®. La estructura de un ET puede
presentar diversos puntos de polimerizacion por este-
rificacion, al igual que los GT, tanto en la molécula
glucidica como en los grupos HHDP disponibles, lo
que le da la posibilidad de formar estructuras de mayor
peso molecular en comparacién a los GT?%,

La capacidad de polimerizacion tanto de los GT
como los ET parece ser infinita. Este aspecto escapa
del propésito de la presente revision, sin embargo exis-
ten excelentes reportes por otros autores?. Valga decir
por lo pronto que la unién glicosidica de, por ejemplo,
una unidad de catequina a un GT o ET, caracteriza a los
taninos complejos®. Por ltimo, Los taninos presentes
en las de algas café (feofitas) ? estdin compuestos de
unidades de floroglucinol (1, 3,5-trihidroxibenceno;
Fig. 1k). A estos se les conoce como florotaninos (FT).
Los FT abarcan una amplia gama de TH de diverso
tamafio molecular (de 126 Da a 650 kDa)* y se puede
subdividir en seis grupos especificos como los fucoles
(Fig. 11), floroetoles, fucofloroetoles, fuhaloles, isofu-
haloles y eckoles, caracterizados por una amplia gama
de arreglos de sus unidades de floroglucinol y de gru-
pos hidroxilo presentes®! asi como un amplio rango de
pesos moleculares (400-400,000 Da).

Biosintesis y funcion de TH en plantas. Todos los
TH son sintetizados por la via del dcido shikimico

(también conocida como la via fenilpropanoide) y pos-
teriormente por la via de la B-PGG (Fig. 2). Al produ-
cirse el dcido gdlico por la via fenilpropanoide este se
esterifica con una molécula de UDP-glucosa mediante
la enzima glucosil tranferasa para dar -glucogalina,
primer intermediario y metabolito clave en la ruta bio-
sintética de los TH. La B-glucogalina puede desempe-
fiar un doble papel ya sea como donador de acilo con el
fin de formar poligaloil-glucosidos (di-, tri-, tetra, etc)
o bien como aceptor de 4 moléculas de acido gélico
para formar B-PGG. En turno, B-PGG puede estable-
cer un nuevo enlace éster (m-depside) con otro dcido
gdlico y dar pie a compuestos derivados hexa-, hepta-,
octa-galoil glucosa e incluso de mayor numero de re-
siduos galoilo .

Sin embargo, la ruta biosintética de los GT, no es tan
simple como parece. En la actualidad se han identifica-
do diversas enzimas capaces de catalizar la esterifica-
cién de 4cido gdlico en diferentes estadios de su sinte-
sis. Denzel y Gross* trabajaron con extractos de hojas
de zumaque (Rhus typhina L.), donde se identifico una
enzima capaz de transferir un grupo 1-O-galoil a la po-
sicién 2 del 1, 6-di- O-galoil-B-D-glucosa, obteniéndo-
se 1,2,6-tri-O-galoil-B-D-glucosa y 6-O-galoil glucosa
como subproducto. El nombre sistemdtico 1,6 - di-O-
galoil glucosa 2-O-galoil transferasa fue propuesto
para esta nueva enzima cuya deteccién proporciond
evidencia de que, ademds de B-glucogalina, los éste-
res de glucosa superiores pueden ser potenciales do-
nadores de acilo en la biosintesis de GT. Sin embargo,
la naturaleza bioquimica, especificidad de reaccion y
constantes cinéticas de la mayoria de las enzimas invo-
lucradas en la biosintesis de GT (en la Fig. 2 identifi-
cadas de forma genérica como EC.2.3.1.47) todavia se
encuentran en estudio. Por si esto fuera poco, B-PGG
también puede establecer enlaces C-C o C-O entre re-
siduos galoilo por acoplamiento intra o intermolecular

T
Asisi gl - B

Fig. 2.—Biosintesis de galotaninos (GT). Fuente: Elaboracion
propia.
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para formar ET'% La oxidacién de los grupos galoi-
los de B-PGG es realizada por una polifenol oxidasa
(PPO), la cual acopla en posicién 6 a dos grupos galoi-
los para formar el grupo hexahidroxidifenoil (HHDP).

La produccién de TH dentro de las plantas mues-
tra un pico maximo cuando la tasa de crecimiento
de estas disminuye®. Sin embargo estos compues-
tos pueden producirse en mayor cantidad cuando las
condiciones ambientales son adversas, es decir, estos
“metabolitos secundarios” cumplen funciones de de-
fensa, ante depredadores (por ejemplo, herbivorismo)
0 anti microbianas por mencionar algunos ejemplos?.
Los principales mecanismos de accion se le atribuyen
a la inhibicion de enzimas, acciones sobre las mem-
branas (en el caso de los microorganismos) o priva-
cién de sustratos*. Por ejemplo, Mamani y colabora-
dores® observaron la incompatibilidad entre la planta
de fresa y un patégeno (Colletotrichum fragariae),
provocada por un aumento en las concentraciones de
CPF en las hojas, particularmente un ET, el 1-0-galoi-
lo-2,3;4,6-bis-hexahidroxidifenoil-B-D-glucopiranosa
(HeT), el cual a través de cascadas de seiializacion
puede actuar como antiséptico natural al inhibir la
catalasa y aumentar las concentraciones de perdxido
de hidrégeno en los patégenos causando muerte celu-
lar*, En el caso del pastoreo (herbivorismo), se ha
observado que se concentran gran cantidad de taninos
principalmente en los frutos inmaduros o donde exis-
ten hojas jovenes, los cuales son considerados toxicos
y relentes de depredadores o antinutrientes para los
humanos por su capacidad de establecer interacciones
con otras macromoléculas, en particular proteinas ri-
cas en prolina .

Interacciones moleculares de taninos. Con la finali-
dad de comprender el tipo de interacciones que esta-
blecen los TH con otras macromoleculas, se han utili-
zado varios acercamientos experimentales. Goldstein
y Swain® realizaron un experimento sencillo basado
en la actividad enzimdtica de la B-glucosidasa (por su
origen proteico) en presencia de dcido tdnico, un TH
inhibidor de esta enzima, en presencia y ausencia de
detergentes. Sus experimentos revelaron que la inhibi-
cién puede revertirse a mayor carga idnica, poniendo
de manifiesto la naturaleza no covalente de estas inte-

racciones. Posteriores estudios revelaron la importan-
cia de los grupos amida y contenido de prolina de las
proteinas y los anillos fendlicos de los CPF as{ como
otro tipo de interacciones tanto débiles (e.g. van der
Waals, interaccién hidrofébica) como fuertes (e.g. co-
valentes) y su susceptibilidad a temperatura, pH, tipo y
concentracidn de proteina asi como el tipo y estructura
de CPF que se estudie®® .

Los taninos de alto peso molecular son mejores
para precipitar proteinas que los taninos mas peque-
fos. Ademds, el pH dcido favorece la formacién de
complejos proteina-tanino, mientras que un pH bdsico
(por encima del pKa de los grupos hidroxilo fendlicos;
por ejemplo, pH> 9), ioniza los grupos hidroxilo; por
tanto, disminuye considerablemente la formacion de
puentes de hidrégeno, y la precipitacién de proteinas
no se producen facilmente*'. En cualquier caso, las in-
teracciones covalentes entre TH y proteinas son mucho
mas complejas que las interacciones no covalentes.

Aspectos alimentarios y analiticos

TH en alimentos. La presencia de TH (y en general
de todos los CPF) en las plantas y frutos comestibles
depende en gran medida de distintos factores tales
como el tipo, variedad y especie del fruto comestible,
su estado de madurez y diversas condiciones ambien-
tales. Cabe sefialar que mientras los GT tienen un es-
pectro de distribucion muy restringido en las plantas
(y todavia mds en aquellas comestibles) los ET tienen
mayor distribucién!?. La concentracién de CPF y en
particular de TH en los alimentos varia entre 1 (ave-
llanas) a 2000 mg/kg (en mora), siendo las vallas las
fuentes dietéticas mds abundantes en estos compues-
tos'#. Los alimentos con mayor contenido de TH (GT
y ET) se muestran en la Tabla I donde ademds se mues-
tra la capacidad antioxidante (CAOX) determinada
por el método de capacidad de absorcidn de radicales
libres de oxigeno (ORAC, por sus siglas en ingles).

Cabe sefialar en este sentido que la CAOX de un
fruto en particular resulta de la sinergia entre el con-
tenido de taninos (TH y TC), los CPF monoméricos
(e.g. flavonoides y dcidos benzoicos) y otras especies
antioxidantes como los carotenoides, acido ascorbico

Tabla I

Alimentos con alto contenido de taninos hidrolizables (TH)
Fruto TH ORAC Fruto TH ORAC
Almendra GT/ET 418 Mango GT 101
Ardndano GT/ET 503 Mora GT/ET 477
Frambuesa ET 414 Nueces GT/ET 269 - 2016
Fresa GT/ET 332 Uva ET 145
Granada GT/ET 338

Galotanino (GT), elagitaninos (ET), Oxygen radical absorbance capacity (ORAC, uM equivalentes de trolox/100g); Fuente'#65¢9,
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y tocoferoles de tal suerte que la correlacién entre la
CAOX de un fruto casi siempre correlaciona mas con
el contenido de estos dltimos mas que con el contenido
de taninos. En cualquier caso, el contenido de taninos
y en especial de TH aparte de su participacién con
agente antioxidante, por su demostrado efecto antimi-
crobiano? también contribuye con la mejora en la vida
de anaquel de productos manufacturados con fuentes
ricas en TH'. Sin embargo, su capacidad de hidrdlisis
también resulta ser un defecto cuando el alimento se
procesa, sufre transformaciones o cuando se le alma-
cena por tiempo prolongado >4,

TH en la dieta. De los pocos estudios reportados
al momento en donde se evalia el consumo habitual
de antioxidantes y compuestos poli fendlicos (CPF),
compuestos con actividad antioxidante mayor que
las vitaminas y minerales, demuestran no solo que la
participacion de los CPF totales (mg equivalentes de
acido mdlico/dia) en la dieta de americanos (450 mg),
espaiioles (820 mg), mexicanos (843 mg), finlandeses
(863 mg), polacos (1102 mg), franceses (1193 mg) y
griegos (1306 mg) sino que esta ingesta es dependiente
del tipo de alimento de la dieta habitual*>. Café, vino
tinto y te parecen ser los principales contribuidores a
la ingesta de TC (~100-200 mg/dia) y dcidos fendlicos
(300-600 mg/dia) e hidroxi cindmicos (200-500 mg/
dfa), curiosamente en los paises de mayor consumo
de CPF. Sin embargo, el consumo de TH no se ha re-
gistrado, aunque en paises de clima tropical se supone
alto por ser justamente los frutos tropicales y las bayas
silvestres los mayores aportadores (Tabla I)!+656,
Aislamiento, purificacion, identificacion y cuantifi-
cacion (APIC). En la produccion de compuestos nu-
tracéuticos a base de TH con potencial funcional para
el tratamiento de diversas patologias humanas o bien
para la elucidacion estructural de estos resulta indis-
pensable la seleccion estratégica de técnicas APIC que
maximice la obtencion eficiente de TH. Esto se justifi-

ca sobre el hecho de que las propiedades bioquimicas
como la susceptibilidad a la hidrélisis enzimadtica, su
comportamiento cromatografico®®, propiedades bio-
quimicas/fisicoquimicas’ o funcidén bioldgica® de los
taninos son dependientes de su complejidad estructu-
ral. Por esto, las metodologias para el aislamiento y
purificacion de taninos (TC y TH) reportadas en la lite-
ratura son muy diversas. Por ejemplo, su aislamiento a
partir de muestras frescas, liofilizadas, secadas al aire,
y el tamafio de particula inicial determina no solo el
rendimiento de extraccidn sino también la especie de
TH o TC que se desee obtener'®. La mejor opcidn sin
lugar a dudas es el andlisis de 1a muestra fresca sin em-
bargo también es la menos factible a nivel industrial.
Con el secado al aire puede ocurrir descomposicion de
los CPF (incluyendo los TH) al contacto directo con
los rayos solares y altas temperaturas por lo que la lio-
filizacién representa la mejor opcién para la concen-
tracién de TH de frutos comestibles* aunque a nivel
laboratorio.

Una vez concentrada la fuente, por perdida de agua
en el mayor de los casos, la purificacion se inicia con
una seleccidn cuidadosa del sistema de solventes de
extraccion. En el caso de frutos con contenido lipidi-
co alto (e.g. aguacate o nueces) se utilizan de forma
primaria solventes como hexano o dicloro metano,
mismos que por su cardcter hidrofébico no extraen, o
lo hacen minimamente, TC o TH aunque su efecto en
la modificacion estructural de estos o de sus interac-
ciones con otras macromoléculas puede ocurrir. Pos-
teriormente se usa metanol, etanol o acetona puros,
en combinacion, o en soluciones acuosas de distinta
proporcion para aislar los CPF extraibles de baja com-
plejidad molecular' y en menor escala de TH y TC.

De la seleccién correcta de solventes dependerd el
rendimiento en la extraccién de los diversos CPF. Por
mencionar solo un ejemplo, Poovarodom y colabo-

Tabla IT
Extraccion de compuestos fenolicos (CF) de Mangifera indica L a efecto de distintos solventes

Metanol Acetona Hexano
FT 3.79+0,2° 3.79+0,2° 1,48+0,05° 0,16+0,01°¢
FV 0,412+0,02° 0,12+0,00° 0,872+0,04¢ 0,031+0,00¢
FVN 2,03+0,1° 31,02+1,6° 17,22+0,9° 18,19+1,0°
TAN 1,86+0,09¢ 0,68+0,03" 0,12+0,01* 2,05+0,11¢
CAOX
ABTS 27,31+1,3° 25,54+1,3¢ 12,24+0,5° 5,28+0,3¢
CUPRAC 20,06+1,1° 19,34+0,9° 16,26+0,8° 0,18+0,01*
FRAP 7,45+0,4* 11,85+0,5° 2,81+0,1¢ 0,860,044
DPPH 10,0+0,5* 27,31+1,3° 5,2240,2° 2,01+0,1¢

Fenoles totales (FT, mgEAG/g), flavonoides (FV, mgEQ/g), flavonoles (FVN, mgEQ/g)), Taninos (TAN, mgEQ/g)); Fuente*
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radores® evaluaron la composicién de bioactivos de
mango extraidos con distintos solventes y caracteriza-
dos por HPLC-3D-FL y CAOX total (Tabla IT). Sus re-
sultados demostraron una mejor extraccion de fenoles
totales (FT) con agua y metanol, de flavonoides (FV)
y de flavanoles (FVN) con agua y hexano y de taninos
totales(TT) con metanol y hexano mientras que Dorta
y colaboradores*® encontraron una menor eficiencia de
metanol:agua (1:1) en comparacion a metanol absoluto
en la extraccién de TT y TC. Por ultimo, se ha sugerido
la adicién de 4cido ascorbico asi como la extraccidon en
atmosferas de Argdn para la proteccion de los TH de
su posible oxidacién. Las bajas temperaturas también
favorecen la estabilidad de los TH quienes pueden hi-
drolizar residuos de acido gélico y elagico®*.

La seleccion de técnicas de cuantificacion también
merece atencién al momento de obtener datos repro-
ducibles sobre el contenido de TH en alimentos. La
seleccion de filtros de purificacion, el empleo de sol-
ventes de elucidn, el pretratamiento de muestras puras
(e.g. hidrdlisis de enlaces glicosidicos) y los métodos
cromatograficos y deteccion molecular son solo algu-
nos aspectos a cuidar*’. Sobre estos tdltimos destacan
diversas métodos por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) y la espectrometria de masas por
desorcion/ionizacion ldser asistida por matriz (MAL-
DI-TOF) #4849 Normalmente los métodos por HPLC
se realizan en fase normal y se usan Sephadex H20
y distintas soluciones de metanol, acetonitrilo y agua;
adicionando a esta ultima 4cido acético o férmico con
la finalidad de aumentar la resolucion de los cromato-
gramas'?, mientras que cuando se trabaja en fase rever-
sa se usan columnas de C,0C,. Sin embargo, distintos
autores han encontrado dificultad en los cromatogra-
mas al trabajar con fase reversa, dichos problemas se
atribuyen a los isémeros anoméricos y la formacion de
acetal en los eluyentes alcohdlicos de la HPLC*. Por
ultimo, el andlisis por MALDI-TOF permite el andlisis
de moléculas orgdnicas utilizando una matriz sélida
como el acido 2,5-dihidroxibenzoico y un agente ca-
tionizante como el cloruro de sodio o trifluoroacetato
de cesio, para el caso de la identificacién de TH*®. Por
ultimo, aunque los métodos para identificacién sefia-
lados anteriormente, bajo la premisa de que los mis-
mos requieren de estandares de TH puros, pueden ser
utilizados para la cuantificacion del contenido total y
especifico de TH, existen métodos calorimétricos mds
practicos como lo son los Folin-Ciocalteau, rodanina y
iodato de potasio -2,

Efectos en la salud

Bio accesibilidad, biodisponibilidad y metabolismo.
Primario a la busqueda de los posibles efectos bio-
I6gicos locales (tracto gastrointestinal) o sistémicos
(6rganos internos), lo que en la literatura cientifica se
conoce como biodisponibilidad, resulta indispensable
garantizar la completa liberacién de los TH de la ma-

triz alimentaria que los contiene (bioaccesibilidad). En
términos generales, cuando se ingieren F/V, los CPF
interactian con la matriz alimentaria mediante fuerzas
débiles (extraibles) o fuertes (no extraibles), muy en
especifico con los carbohidratos complejos™> y pro-
tefnas’®. Una vez liberados, los CPF pueden asociarse
a otras biomoleculas presentes en el tracto gastrointes-
tinal provocando la inactivacién y/o no biodisponibi-
lidad tanto de del CPF sino también de la biomolécula
con la que se asocia.

Con la masticacién se degradan las paredes celulares
de F/V y con esto la liberacién precoz de los taninos
de las vacuolas que los almacenaban. Posteriormen-
te, de forma estructura-dependiente, los TH y los TH
reaccionan con las protefnas salivales ricas en prolina
(PRP) 538 y con otras biomoleculas de las secreciones
orales (e.g. mucina, amilasa lingual). Skopec y cola-
boradores® evaluaron en ratas acostumbradas (Grupo
1) y no (Grupo 2) a la ingesta habitual de TH, el pa-
trén de secrecién PRP’s y su interaccién con B-PGG
(3% g/100g dieta), utilizando una forma isotépica de
este ultimo marcado (C'", 1 uCl/g dieta) como mar-
cador. En las ratas del grupo 2, la adicién de B-PGG
no provoco diferencia alguna en la digestibilidad apa-
rente de la dieta y compuestos nitrogenados pero en
aquellas del grupo 1 se encontré una reduccién del
7% y 25%, respectivamente. Este fendmeno se asocio
a una excrecion mds evidente de prolina (asociado a
una mayor produccion de PRP) y las dos formas de
B-PGG suministradas en las ratas del grupo 1 en com-
paracidn a las del grupo 2. Los autores especularon so-
bre una interaccion PRP-(B-PGG) fuerte de tal suerte
que B-PGG resiste la degradacién oral, estomacal y en
intestino delgado, minimizando con ello los posibles
sus posibles efectos adversos durante su transito gas-
trointestinal.

Soares y colaboradores” informaron posteriormen-
te que B-PGG (TH) y un trimero C2 de procianidina
(TC) son igualmente capaces de interactuar con PRP’s
acidas formando complejos solubles (TC) e insolubles
(TH) pero solo B-PGG tenia afinidad, aunque pobre,
por PRPs bdsicas y glicosiladas. Por su parte, Da Cos-
ta y colaboradores™ ensayaron el efecto inductor de
dietas al 5% (w/w) con acido tanico (TH) o extracto de
Quebracho (72% de TC) en la expresion de proteinas
salivales (por MALDI-TOF) y cambios morfolégicos
en los acinos de las glandulas parétidas de ratones Bla-
b/c jévenes. Los TH y TC ensayados provocaron el
mismo aumento en la superficie acinar y secrecion de
a-amilasa pero TC provoco una mayor secrecion de la
enzima aldehido reductasa. Estas tres investigaciones
evidencian claramente los efectos diferenciales entre
los TC y los TH en la etapa oral de la digestion.

Los TH en interaccion o no con proteinas y/o carbo-
hidratos tanto de la matriz alimentaria como de la ca-
vidad oral, son conducidos al estomago e intestino del-
gado. La acidez y presencia de pepsina en el estomago
minimizan la interacciéon de los TH con los grupos
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funcionales de otras moléculas orgdnicas y alimenta-
rias 3 pero no provocan la hidrdlisis e inactivacién
de TH*%. Con el cambio a pH neutro ocurrido en el
intestino delgado, B-PGG es inestable como molécula
antioxidante®. Sin embargo, 3-PGG pero no epigalo-
catequina-O-galato permanece estable en presencia de
los diversos componentes del jugo biliar/pancredtico
+ alimentos ricos en fibra soluble (e.g. alimentos para
bebe) pero no insoluble (e.g. cereales). En consecuen-
cia, solo las moléculas de bajo peso molecular (como
dcidos fendlicos derivados de los TH) pueden atrave-
sar y ser directamente absorbidos a través de la mucosa
del intestino delgado y pasar al torrente sanguineo®'.
Sin embargo, existen excepciones a esta regla: Cerdd
et al. (2003), informaron que la punicalagina, un ET
aislado de granada, ha sido la molécula biol6gica mas
grande (~1,804 UMA) en absorberse en intestino mu-
rino.

Se estima que la absorcion de TH (en su mayoria
por transporte activo) es muy baja. Larrosa y colabo-
radores® observaron una retencién de ET’s de hasta
un 50% dentro del intestino 24 horas posterior a su
ingesta. Por tal razdn, se especula que los TH libera-
dos a nivel intestinal y aquellos que formaban parte
de estructuras macromoleculares con PRP’s, pasan
integros al intestino grueso donde pueden ser suscepti-
bles a transformacion enzimdtica por la flora colonica.
Enzimas como la B-glucosidasa, la tanin-acil-hidro-
lasa y elagitanin-acil-hidrolasa (elagitanasa) pueden

eter y AE-dimetil eter, mismos que pueden ser pos-
teriormente conjugados con dcido glucorénico y dar
pie al metil-AE-glucoronido, dimetil-AE-glucoronido
y otros isémeros a nivel intestinal y sistemico o bien
transformarse a urolitinas (A, B, C y D y distribuirse
en plasma, orina y heces para su excrecion®**. El 4ci-
do gdlico por su parte, es descarboxilado a pirogalol
el cual a su vez produce una serie de compuestos deri-
vados por deshidroxilacion (eg. Catecol o resorcinol).
Finalmente los TH intactos asi como los metabolitos
seran excretados en heces®.

Propiedades funcionales para la salud de GT 'y ET. Los
efectos a la salud de los TH (ET y GT) son mds reco-
nocidos que sus efectos antifisiolgicos, cuando se les
compara a los TC. Sin embargo, los efectos atribuidos
a TH en especifico y la de sus compuestos monomé-
ricos no se han estudiado de forma diferencial. Para
poder discriminar estos efectos, se realizo se realizo
una busqueda sistemdtica en diversas bases de datos
(PubMed, Cochrane, ScienceDirect) y documentos de
libre acceso (Google Scholar) sobre TH que permitiera
dilucidar estas diferencias. Las buisquedas realizadas
se realizaron usando como descriptores de busqueda
(DeCS/MeSH) las palabras “hydrolyzable tannin”,
“gallotanin”, “ellagitannin”, “gallic acid” y “ellagic
acid”, “Pentagaloil-glucose”, “Pentagaloil-O-glucopi-
ranose”, “PGG”, “tannic acid” asociados a las palabras

hidrolizar los ET y GT a sus mondmeros. El dcido
eldgico puede ser entonces metilado por la enzima Ca-

9% ¢

tes”,

“Health effect”, “preventive health”, “cancer”, “diabe-
inflamation” and “antiproliferative”, limitado a

tecol-O metil transferasa dando pie a AE-monometil estudios “in vitro”, “in vivo”, “rats”, “mice”’, “humans”
Tabla IIT
Efectos a la salud de los elagitaninos (ET)
Estudio ET (Dosis) Resultado Efecto Ref

. TG-I, TG-II, Geraniina, Agrimonina ..

In vitro y otros (3.13 — 12.5 mg) (-) UFC Bactericida 70
. Punicalagina, 1-a-galoilpunicalagina . . . L.

In vitro (25-50 ;M) (+) Oxido nitroso (NO) Vasodilatacion 71
. - .. ) (-) expresion de cPLA2a, COX-2 .. .

In vitro dcido eldgico (5 - 20 uM) y mPGEs-1 Antiinflamatorio 72
. . . Inhibe la oxidacidn de lipoproteinas

In vitro Punicalagina (8 - 32 uM) de alta densidad (HDL) (-)RCV 73
. Punicalagina, punicalina y dcido .. .

In vivo (ratones) eldgico (13.6 y 34 mg/ke) (-) IL-6, IL-1 y TNFo Antiinflamatorio 74
. Extracto de granada Hipoglicemico y

In vivo (ratas) (250 mg/kg y 500 mg/kg) (-) GS, TC, TG, LDL-C, VLDL-C antidislipidemia 75
. Granada suplemento,

In vivo (humanos) ET (435 - 870 mg) (-) TBARS, { peso (-) RCV 76

In vivo (humanos) Granada fresca (100gr/d{a) (+) FRAP (-) Dafio oxidativo 77

In vivo (humanos) ET y dcido eldgico (650 mg) (+) Fuerza isométrica (+) Fuerza muscular 78

Ciclooxigenasa 2 (COX-2:, elagitanino (ET), glucosa serica (GS), Interleucina (IL) 1 (IL-1), 6 (IL-6), Sintasa 1 de PGE asociada a membrana
(mPGEs-1), fosfolipasa a2 citoplasmatica (cPLA2a), riesgo cardiovascular (RCV), colesterol total (TC) trigliceridos totales (TG), telimagrandina
I (TG-I); telimagrandina IT (TG-II), crecimiento bacteriano (UFC); inhibe o disminuye (-), aumenta o estimula (+)
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Tabla IV
Efectos a la salud de los galotaninos (GT) en diversos sistemas

Estudio GT (Dosis) Resultado Efecto Ref
In vitro PGG (0.1-30 uM) (-)TNF o Antiinflamatorio 79
In vitro GT (0-100 uM) (-) PARG (-) muerte celular 80
In vitro PGG (50-250 uM) (-)DNA polimerasa (-) replicacidn celular 81
In vitro GT (40-80 pg/ml) (-) NF-xB (-) transcripcion 82
In vitro AGQ (62.5 pug/ml) (+) Caspasa 3 Apoptosis 83
In vitro/ In vivo PGG (50 uM) (-) STAT 3, T P53 Supresion de tumor 84
In vitro / In vivo PGG (20 mg /kg 40-80 mg IP) (-) Ciclina 1, (+) caspasas Apoptosis 85
In vivo AG (50-500 uM) (+) Caspasa 3 Apoptosis 86
In vivo AT (20 mg/ kg) (-) PARP (-) efrotoxicidad 87
In vivo AG/FRGT (50mg/kg) (-) 54.3% TAE, IL- 6 Anticancerigeno 88
In vivo AG/FRGT (50mg/kg) (-) células 4T1 Anticancerigeno, (-) metastasis

Acido gdlico (AG), 4cido galoquinico (AGQ), acido tdnico (AT), fraccidn rica en galotaninos de Caesalpinia spinosa (FRGT), galotaninos
(GT), factor nuclear de cadenas ligeras kappa (NF-xB:), intraperitonial (IP), poli ADP ribosa polimerasa (PARP), penta galoil glucosa (PGG),
transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (STAT 3), factor necrosis tumoral alfa (TNF-o), tumores asciticos de Ehrlich (TAE).

inhibe o disminuye (-), aumenta o estimula (+)

y “cell”. Después de eliminar articulos coincidentes
entre bases, se seleccionaron nueve estudios 7% con
evidencia contundente sobre los efectos diferenciales
de ET y acido eldgico y diez®* sobre acido gélico,
PGG o acido tdnico.

Los TH tienen una significativa CAOX lo cual con-
fiere proteccién frente a radicales libres a quien los
consume. Los ET, en particular, han sido materia de
estudios de casos y controles y ensayos in vitro en la
busqueda de evidencia sobre su capacidad funcional
para el riesgo cardiovascular, capacidad vasodilata-
dora, antiinflamatoria, bactericida, hipolipidemica,
hipoglicemica y mejoramiento de la fuerza muscu-
lar (Tabla III)"8. En particular, los estudios in vitro
han mostrado diversos mecanismos por los cuales se
disminuye el RCV. Dichos mecanismos incluyen un
aumento en las sustancias reguladoras de vasodilata-
cion, reduccion de peso, aumento en lipoproteinas de
alta densidad, aumento en la actividad antioxidante en
plasma asi como la expresién de factores que dismi-
nuyen la respuesta inflamatoria. De igual manera, los
resultados obtenidos in vivo por las investigaciones
presentes muestran efectos positivos sobre diversos
biomarcadores cardioprotectores. Sin embargo, como
es el caso de otros CPF monoméricos, los mecanismos
por los cuales los ET confieren estos beneficios conti-
ndan en estudio pero se atribuyen a priori a la CAOX
de sus productos de hidrdlisis y bioconversion, sefiala-
dos en la seccion anterior.

Por su parte, las diversas evaluaciones con GT pro-
ponen un efecto benéfico en la prevencion y trata-
miento de distintas formas de cdncer (Tabla IV)7%,
Los mecanismos descritos para los GT y su efecto
anti-cancerigeno involucran la inhibicién/activacion

de diversos factores de transcripcidén y replicacidn, el
aumento en protefnas de reparacién del ADN, la sin-
tesis de proteinas y biomoleculas proapoptoticas e in-
hibicién del crecimiento tumoral. Dichos efectos han
sido evaluados en su mayoria en sistemas in vitro, y
los pocos estudios presentes in vivo se han realizado en
sistemas murinos con extractos de AG formando parte
de la alimentacidn o por inyeccidn intraperitoneal.

Finalmente, es bien sabido que los diversos com-
puestos presentes en un alimento (no solo los TH) pue-
den presentar un efecto benéfico y actuar de manera
sinérgica; por consecuente contemplar las condiciones
alimentarfas y fisiolégicas al momento de disefiar una
intervencion, proporcionard informacion valiosa refe-
rente al consumo de general y especifico de TH y la
prevencion de enfermedades cronicas.

Conclusion

El contenido de TH en los alimentos es muy limita-
do (particularmente GT). Por ende la bisqueda de sus
fuentes naturales y su correcta identificacion y andlisis
juega un papel imprescindible en la definicion de su
potencial benéfico para la salud humana. Los solventes
polares, bajas temperaturas asi como atmosferas modi-
ficadas pueden mejorar la eficiencia en la obtencién y
preservacion de GT y ET. A su vez la naturaleza del
sistema digestivo puede condicionar la liberacién de
sus compuestos activos particularmente en estomago
y colon. Las diversas actividades biolégicas asociadas
a los TH dependen en gran medida de su diversidad
estructural ya que esto condiciona las interacciones
que presente, su absorcion, metabolismo y potencial
bioactivo. Por esto, el comprender las caracteristicas
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que limitan o favorecen su liberacién (y por ende su
potencial en pro de la salud) es de vital importancia
para la industria de alimentos de nutracéuticos y para
el consumidor que desea prevenir o mejorar su salud.
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