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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el
articulo 18° de la ley 16.065 (ley de creacion del INIA), con el destino de financiar
proyectos especiales de investigacion tecnoldgica relativos al sector agropecuario del
Uruguay, no previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectacion preceptiva del 10% de los recursos del INIA
provenientes del financiamiento basico (adicional del 4o/00 del Impuesto a la Enajena-
cion de Bienes Agropecuarios y contrapartida del Estado), con aportes voluntarios que
efectien los productores u otras instituciones, y con los fondos provenientes de
financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucion de proyectos de investiga-
cion en forma conjunta entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales,
y una herramienta para coordinar las politicas tecnolégicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas
presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacion, o por sus
instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigacion, de
acuerdo a temas definidos por si 0 en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro
organismo con capacidad para ejecutar la investigacion propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacion de recursos del
FPTA para financiar proyectos, de acuerdo a su potencial contribucion al desarrollo del
sector agropecuario nacional y del acervo cientifico y tecnolégico relativo a la
investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las
diferentes areas de investigacion, asesora y facilita la presentacion de proyectos a los
potenciales interesados. Las politicas y procedimientos para la presentacién de
proyectos son fijados periédicamente y hechos publicos a través de una amplia gama
de medios de comunicacion.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnolégicas con
instituciones publicas y privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos.
De esta manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestruc-
tura instalada, lo que resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales
para resolver problemas tecnoldgicos del sector agropecuario.

El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a
la consolidacion de un sistema integrado de investigacion agropecuaria para el
Uruguay.

A través del Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA ha
financiado numerosos proyectos de investigacion agropecuaria a distintas institucio-
nes nacionales e internacionales. Muchos de estos proyectos han producido resulta-
dos que se integran a las recomendaciones tecnoldgicas que realiza la institucion por
sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resulta-
dos se considera contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su
relevancia, el potencial impacto de sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte
al conocimiento cientifico y tecnologico nacional e internacional, hacen necesaria la
amplia difusion de estos resultados, objetivo al cual se pretende contribuir con esta
publicacion.
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RESUMEN

Ademaés de lipidos, proteinas y azucares, los alimentos poseen componentes
no esenciales en la dieta que son beneficiosos para la salud, que son
componentes distintivos de los llamados «functional-foods» fundamentales
para la buena nutricion. Combinado entonces un estilo de vida saludable, el
consumo de alimentos funcionales puede ser una muy buena contribucién a
la salud humana.

El desarrollo del mercado de alimentos funcionales en el mundo va de la mano
de la comprobacion del importante rol que alimentos como frutas, hortalizas,
cereales integrales, productos lacteos, entre otros. juegan en la prevencion de
enfermedades. Se ha logrado correlacionar la presencia de antioxidantes y la
combinacion de sustancias protectoras de las plantas con estas propiedades.

La informacién nutricional sistemética de los alimentos que consume la
poblacion, especialmente aquella referida a la presencia de compuestos
bioactivos (antioxidantes, pro vitaminas, anticancerigenos) es muy escasa en
el Uruguay, a pesar de que se observa una tendencia generalizada de los
consumidores a seleccionar aquellos productos reconocidos como benéficos
para la salud. Por lo tanto, es importante identificar dichos alimentos
funcionales con propiedades potenciales para el mejoramiento de la salud y
el cuidado del ser humano, reduciendo el riesgo 0 demorando la aparicion de
enfermedades. La evaluacion de estas propiedades le agrega valor a los
productos cosechados en nuestro pais.

Es posible correlacionar el nivel de metabolitos secundarios vegetales con
propiedades antioxidantes y anticancerigenos, estas sustancias son las respon-
sables de la funcion de adaptacion al medio, y son una respuesta fenotipica al
momento y lugar que vive el vegetal. La concentracion de estos metabolitos no
es constante entre variedades e inclusive dentro de una misma variedad: puede
variar su expresién como resultados de distintas practicas de cultivo.

En este trabajo se prepararon extractos de diferentes muestras de frutas y
hortalizas segun su origen, variedad, tipo de cultivo empleado. La determina-
cion de la capacidad antioxidante in vitro se llevé a cabo por el método ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) y el estudio de capacidad antiprolife-
rativa se realiz6 en cultivos celulares de la linea de cancer de colon humano
HT-29. La caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en cada
muestra se realiz6 por HPLC-DAD y por TLC para la determinacion de
polifenoles.

Palabras clave: actividad antioxidante, acividad antiproliferativa,
metabolitos secundarios
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INTRODUCCION

El desarrollo del mercado de alimen-
tos funcionales en el mundo va de la
mano de la comprobacién del importante
rol que alimentos como frutas, hortali-
zas, cereales integrales, productos lac-
teos, juegan en la prevencién de enferme-
dades. Se ha logrado correlacionar la
presencia de compuestos bioactivos (an-
tioxidantes, pro vitaminas, anticanceri-
genos) con estas propiedades. Estas
sustancias son los metabolitos secunda-
rios, los cuales son responsables de la
funcion de adaptacion al medio de los
vegetales, y son una respuesta fenotipica
al momento y lugar en el que estos viven.
Estos compuestos cumplen diversas fun-
ciones protectoras; desde la defensa
contra pestes y plagas, la excesiva radia-
cion o la inhibicion de vegetales vecinos
gue compiten por nutrientes, hasta la
comunicacion por volatiles para atraer
polinizadores.

Dada la creciente sensibilidad del pu-
blico consumidor a consumir «alimentos
mas sanos» la recoleccion y difusion de
datos como ser capacidad antioxidante,
contenido en vitaminas, polifenoles, gli-
cosinolatos, etc permite una sub-clasifi-
cacion de frutas y hortalizas en base a
estas propiedades, la que se vera refleja-
da luego en el valor de cada una de ellas;
contribuyendo a la educacién del com-
prador asi como orientandolo en su elec-
cion.

Los polifenoles y los carotenos son a
grandes rasgos, las principales molécu-
las responsables de la capacidad antioxi-
dante en la gran mayoria de frutas y
hortalizas. El contenido y por lo tanto el
perfil de flavonoides varia por ser metabo-
litos secundarios, fundamentalmente con
las condiciones en que el alimento es
producido. La época del afio es también
un factor importante de variabilidad. La
variacion estacional, la temperatura, la
luminosidad, la humedad y el suelo junto
con el cultivar, son causas del distinto
contenido en estas moléculas de impor-
tancia nutricional. Particularmente el no
empleo de agroquimicos hace que los
vegetales desarrollen su metabolismo
defensivo a base de metabolitos secun-
darios. Esto esta firmemente probado
para diversas especies como tomates y

frutilas donde el contenido en antioxi-
dantes y vitaminas de estos vegetales es
mayor cuando se cultivan en regimenes
de manejo integrado u organico en com-
paracion con los cultivados con manejo
convencional. En Uruguay existen nue-
vas variedades de frutas y hortalizas asi
como también variedades tradicionales,
pero las caracteristicas nutricionales re-
sefladas no se conocen en cada caso.

En este trabajo se prepararon distin-
tos tipos de extractos de diferentes mues-
tras de frutas y hortalizas de produccion
nacional segun su origen, variedad, prac-
tica de cultivo empelada. La caracteriza-
cién de los metabolitos secundarios pre-
sentes en cada muestra se realiz6 por
HPLC-DAD. GC??y TLC para la determi-
nacion de polifenoles. La determinacién
de la capacidad antioxidante in vitro se
llevé a cabo por el método ORAC (Oxy-
gen Radical Absorbance Capacity) y el
estudio de capacidad antiproliferativa se
realiz6 en cultivos celulares de la linea de
cancer de colon humano HT-29.

EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos

Todos los solventes utilizados fueron
puros para analisis.

Las muestras de frutas y hortalizas
cosechadas en Uruguay fueron entrega-
das por el Mercado Modelo de acuerdo a
un modelo estipulado antes del comien-
zo del proyecto teniendo en cuenta tipo
de cultivo y variedades.

Obtencién de los extractos

A partir de 200 gramos de muestra
congelada y picada se realizaron los
extractos con una mezcla acetona:agua
(50:50) con agitacion durante 24 h a
temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos fueron filtrados, evaporados a
presion reducida hasta eliminacion total
de la acetona y luego liofilizados. Los
liofilizados obtenidos fueron almacena-
dos bajo atmosfera de nitrégeno, protegi-
dos delaluz y a-14 °C hasta su analisis.
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Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los ex-
tractos fue evaluada utilizando el método
ORAC (oxygen radical absorbance capa-
city) como se describe en Huang, D. et
al y Alarcon, D. et al. Las muestras para
el ensayo biolégico se preparan disol-
viendo entre 5 mg y 10 mg de extracto
liofilizado en 1ml del mismo solvente
utilizado para la extraccion.

Las curvas de decaimiento de la fluo-
rescencia obtenidas se relativizan sobre
la intensidad de la fluorescencia inicial y
se integran para obtener el valor de area
bajo la curva. Se construyen las curvas
estandar con los valores de los pocillos
donde se empled Trolox como antioxi-
dante en sus distintas concentraciones.
Los resultados obtenidos se expresan
como equivalentes de Trolox por gramo
de material vegetal fresco (eq Trolox/g
fresco).

Determinacién de compuestos
fendlicos totales

La determinacion se realizé por el
meétodo de Folin-Ciocalteu, por duplicado
para cada muestra.

Se trabaja en placas de 96 pocillos,
volumen total 250 ml en el equipo Vario-
skan Flash. y se lee la absorbancia a
760 nm.

La curva de calibracién se realiza con
acido gélico a cinco niveles de concen-
tracion. Los valores de absorbancia para
cada muestra se interpolan en la curva de
calibracién y se corrigen por el factor de
dilucion.

Actividad antiproliferativa

Lineas celulares derivadas de cancer
de colon humano HT-29 fueron crecidas
en medio DMEM (Gibco) conteniendo
10% de suero bovino fetal en ausencia de
antibidticos, en atmésfera humedecida,
95% aire, 5% CO, a 37°C. Se La prolife-
racion de las células fue determinada por
la incorporacion del colorante vital WST-
1 (4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzeno disulfonato, Ro-
che). Luego de 60 minutos se mide ab-
sorbancia a 450nm debida ala formacion

de un producto coloreado derivado del
metabolismo de WST-1 por la célula.
Cada experimento se realiza por triplicado.

A partir de las curvas de proliferacion
construidas en funcion de la concentra-
cion de la muestras, se establecen los
valores de IC, expresados como mg de
material vegetal fresco por mL de medio
(mg fresco/mL medio).

RESULTADOS

Actividad Antioxidante,
polifenoles totales y actividad
antiproliferativa

Se realizé el ensayo de capacidad
antioxidante (ORAC), polifenoles totales
y actividad antiproliferativa en HT29 y
fibroblastos normales para 119 extrac-
tos. De acuerdo a los resultados obteni-
dos se direccion6 el trabajo hacia los
extractos con resultados mas relevantes
y prometedores. Desde el punto de vista
de la capacidad nutracéutica de los ali-
mentos planteados en este proyecto, se
decidi6 priorizar los resultados especifi-
cos de ajo, morrén, cebolla, brdcoli, repo-
llito de bruselas y boniato para verduras,
y arandanos, manzana, naranja, frutilla 'y
uva para los frutos (Figuras 1y 2).

Comoseveenlas Figuras 1y 2, surge
del agrupamiento de datos que existe
como era esperado, una correlacion a
grandes rasgos del nivel de polifenoles
con las actividades antioxidantes medi-
das a través del ORAC. Las variaciones
estacionales y los modos de consumo
son informacién preponderante a fin de
elaborar recomendaciones de consumo
de alimentos uruguayos con capacidad
nutracéuticas.

Por otro lado, desde el punto de vista
de la medicién de actividades bioldgicas
planteadas como se ve en las Figuras 3
y 4 para hortalizas y frutas respectiva-
mente, las capacidades antioxidantes
suelen estar asociadas a inhibiciones en
el crecimiento celular (expresado como
IC,,) en las diferentes muestras analiza-
das. De mayor relevancia han sido los
datos obtenidos en actividad antiprolife-
rativa sobre HT-29 (linaje de células can-
cerigenas) para ajo y cebolla asi como
para arandanos y uvas (Figura 5).



12 Metabolitos secundarios en frutas v hortalizas frescas

Verduras ORAC/Polyfenoles
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Figura 1. Correlacion ORAC y polifenoles totales en verduras.

Frutas ORAC/Polyfenoles
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Figura 2. Correlacién ORAC y polifenoles totales en frutas.

En una etapa posterior se estudio la bre células malignas (cancerigenas). De
influencia de los extractos sobre linajes ~ ©ste Ultimo estudio surgen el grupo de la

de células no tumorales (células norma-  Ccebolla, repollito de bruselas y brocoli
les de fibroblastos). De esta forma es como potenciales ejemplos de alimentos
posible evaluar la selectividad que pue- de consumo seguro sin actividad citotoxi-

den presentar los distintos extractos so- ca relevante (Figura 6).
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Efecto antiproliferativo de Hortalizas sobre HT-29

Ajo 42

Boniato 61
Brocoli 47
Calabacin 91
Cebolla 41
Morron Rojo 12
Morron Verde 13
Papa 7

Repolito Bruselas 37
- Repollo Blanco 36
& Zanahoria 17

—— Zapalio 80

Crecimiento Celular %
TETERERE

mg peso fresco / ml de medio

Figura 3. Efecto antiproliferativo de hortalizas sobre HT-29.

Efecto antiproliferativo de Frutas sobre HT-29

1.0 T
R
g -s-~ Arandano 31
3 -=- Durazno 43
S —— Frutilla 18
s 1C50 \| ~»- Naranja 25
E -~ Tomate 48
g @ Uva 35
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Figura 4. Efecto antiproliferativo de frutas sobre HT-29.

[

E 3 B

Figura 5. Fotografias del crecimiento celular de una muestra de ajo. a- medio DMEM; b- DMSO;
c- extracto.
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Efecto antiproliferativo de Frutas sobre Fibroblastos Normales
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Cebolla 41 Fibros
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Figura6. Efecto antiproliferativo de hortalizas sobre fibroblastos

normales.

Se puede notar, por ejemplo, que al-
tas concentraciones de polifenoles en
cebolla actuarian detrimentalmente so-
bre células normales mientras que muy
bajas concentraciones de extractos de
ajos tienen el mismo efecto toxico sobre
células malignas que sobre células nor-
males. Se denota entonces una muy baja
especificidad de los ajos y una potencia-
lidad de las cebollas para trabajos a
futuro.

Anélisis Fitoquimico

Se ha establecido un protocolo de
analisis de polifenoles por TLC y HPLC-
DAD (cromatografia liquida- arreglo de
diodos) y el acoplamiento de una base de
datos espectroscopica ultravioleta de
estandares para caracterizacién de com-
puestos. Se han identificado variedad de
flavonoides, glicésidos de flavonoides,
flavonoles, acidos fenolicos. Debido a la
amplia variedad de tipos de muestras y
variabilidad entre las mismas, asi como
la imposibilidad de conseguir estdndares
primarios de todos los compuestos de
significancia para estudiar, se ha recurri-
do a estrategias de caracterizacion mas
general, o caracterizacién cualitativa de-
terminando el tiempo de retencion y por-
centaje de similitud con el espectro de
sus estandares de acuerdo la base de
datos disponible.

Se ha avanzado en la caracterizacion
de componentes de los extractos con

énfasis en el estudio de aquellos prove-
nientes de frutas y verduras mas activas
como se ha visto para la cebolla. De esta
forma, se han caracterizado mediante
andlisis HPLC-DAD los extractos y se ha
correlacionado los perfiles cromatografi-
cos frente a analisis estadisticos de co-
rrelacion.

Particularmente dentro de las verdu-
ras evaluadas, en cebolla (Figura 7) se
han establecido relaciones directas en
las muestras estudiadas con derivados
de dos flavonoides ampliamente conoci-
dos, principalmente del kaemferol (pico
4), y la isoquercetina (pico 5). Excepcio-
nalmente se puede notar que otros 6de
qguercetina (pico 2) que son mucho mas
abundantes, no guardan relacién directa
con la actividad estudiada. Se ha trabaja-
do en la cuantificaciobn de estos com-
puestos mediante técnicas de determi-
nacién indirecta (luego de hidrdlisis &ci-
da) por HPLC-DAD y comparacién con
estandares disponibles. Asi mismo se
trabajo buscando el establecimiento de
variaciones temporales de los compues-
tos con sus perfiles fitoquimicos.

Otro ejemplo interesante que se ha
estudiado, han sido los boniatos ya que
no hay una correlacién directa con deter-
minados metabolitos particulares sino
que la actividad se encuentra fuertemen-
te asociada al conjunto de los polifenoles
(Figura 8).

Por otro lado, desde el punto de vista
de las frutas se han establecido relacio-
nes directas entre las poblaciones esta-
disticas de muestras estudiadas de aran-
danos con el indice de ORAC para cada
una de ellas. Fue posible determinar los
componentes responsables y/o directa-
mente involucrados en las propiedades
antioxidantes, por ejemplo se ha obser-
vado que algunos compuestos estan direc-
tamente vinculados al indice de ORAC y no
precisamente son los metabolitos determi-
nados como mayoritarios (Figura 9).

Otras frutas de especial interés debi-
do a su amplio consumo, como las man-
zanas han mostrado una actividad an-
tioxidante y antiproliferativa interesante
en especial si se consumen con cascara,
una préctica no tan habitual debido a que
el uso de pesticidas en las practicas
agropecuarias, cada vez mas hace que
la apoblacion evite el consumir frutas con
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Figura7. Perfil polifenolitico y dendograma de cebolla.

BONIATO
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Figura8. Perfil polifenolitico y dendograma de boniato.

cascara. Sin embargo, algunos flavonoi-
des ya caracterizados, particularmental-
mente un derivado de quercetina se ha

establecido como directo responsable
de la actividad antioxidante obtenida (Fi-
gura 10).
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Figura9. Perfil polifenolitico y dendograma de ardndanos
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Figura 10. Perfil polifenolitico y dendograma de manzana

CONCLUSIONES

Las frutas y hortalizas que se produ-
cen en Uruguay, poseen importantes pro-
piedades nutracéuticas y beneficiosas
para la salud. A lo largo de este proyecto,
se ha caracterizado su actividad antioxi-
dante y en algunos casos, su potencial
antiproliferativo frente a células canceri-
genas. Los resultados presentados en
este trabajo son solo un somero panora-
ma de lo mucho que hay para conocer
aun acerca del valor nutracéutico de las
frutas y hortalizas asi como la necesidad
de estudiar la variabilidad estacional e
intravarietal méas profundamente para
poder brindar herramientas para que la

poblacién conozca las ventajas del con-
sumo de cada tipo de vegetal.
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