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AAPH  2,2'-azo-bis (2-amidinopropano)dihidrocloruro 

ABTS  2,2.azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) 

ABTS·+  Radical catión ABTS 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

APCI   Ionización química a presión atmosférica 

API   Ionización a presión atmosférica 

ARN  Ácido ribonucleico 

Aufs  Unidades de absorbancia 

Cat  (+)-catequina 

CID  Disociación inducida por colisión 

Da  Dalton 

DAD  Detector de diodos en línea 

DP  Grado de polimerización 

DPPH  Radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil 

EC  (Epi)catequina 

Ec  (–)-epicatequina 

EcG  (–)-epicatequina 3-O-galato 
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INTERÉS Y JUSTIFICACIÓN 

Parte de la importancia del consumo de alimentos de origen vegetal podría 

relacionarse con la presencia de compuestos antioxidantes. Dentro de este 

grupo de antioxidantes destacan los polifenoles, los cuales se pueden 

encontrar en una alta proporción en forma de polímeros en los extractos de 

plantas. Sin embargo, la mayoría de los estudios realizados sobre 

antioxidantes se han centrado en la composición y actividad de compuestos 

monoméricos.  

Las proantocianidinas, a pesar de ser de los compuestos polifenólicos más 

abundantes en la dieta, se tienen poco en cuenta en estudios sobre la 

composición y propiedades funcionales de los alimentos. La utilización de 

métodos de espectrometría de masas para el análisis de alimentos puede 

proporcionar nuevos datos que relacionen la estructura con la función de las 

proantocianidinas y los posibles beneficios para la salud de éstas y de sus 

metabolitos. Es importante optimizar las técnicas de MS/MS para la mejor 

ionización y fragmentación de los compuestos para avanzar en la 

caracterización de proantocianidinas de alto grado de polimerización y 

galoización y así poder detectar y caracterizar nuevos compuestos bioactivos 

poliméricos en los alimentos y extractos naturales. Tanto el grado de 

polimerización como el de galoización son parámetros que se han 

relacionado con sus propiedades funcionales.  

Se ha descrito que los alimentos ricos en proantocianidinas pueden presentar 

efectos beneficiosos para la salud al actuar como antioxidantes, 

anticancerígenos, cardiopreventivos, antimicrobianos, antivirales y como 

agentes neuroprotectores. Sus mecanismos de acción son objeto de estudio 

y hay poca información disponible sobre la metabolización de 

proantocianidinas poliméricas. Además, la mayoría de los estudios de 

investigación en el campo de compuestos polifenólicos se centran 

exclusivamente en polifenoles extraíbles de los alimentos vegetales con 

disolventes orgánicos. Sin embargo, gran parte de estos polifenoles no son 

extraídos y por lo tanto son ignorados en los estudios biológicos, 

nutricionales, y epidemiológicos. Los polifenoles no extraíbles son una parte 
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importante del total de polifenoles dietéticos y pueden exhibir una actividad 

biológica significativa.  

Dentro de las proantocianidinas, las propiedades biológicas de las 

procianidinas (oligómeros de (epi)catequina) son las más estudiadas, sin 

embargo, existen otros tipos de proantocianidinas menos conocidas, que se 

encuentran en menor proporción en la naturaleza. Las proantocianidinas 

presentan una diversidad estructural que pueden explicar la actividad 

biológica más allá del efecto captador de radicales libres que normalmente se 

denomina antioxidante.  

Esta tesis pretende ser una aportación al estudio de la relación estructura-

actividad de las proantocianidinas mediante  su caracterización estructural, el 

estudio de su metabolización y la evaluación de su actividad. 
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1. ANTIOXIDANTES DE ORIGEN VEGETAL Y NUTRICIÓN 

Una  dieta variada y rica en alimentos de origen vegetal, como puede ser la 

denominada dieta mediterránea, se caracteriza por tener múltiples efectos 

beneficiosos para la salud. Hay considerables evidencias que indican que un 

consumo adecuado de frutas y verduras ayudan a prevenir ciertas dolencias 

y nos hacen ser menos propensos a sufrir enfermedades degenerativas del 

sistema nervioso, cardiovasculares, diabetes, o ciertos tipos de cáncer 

(Lorgeril 1998; Trichopoulou et al. 2000; Esposito et al. 2004; Lorgeril et al. 

2008). 

La influencia de los hábitos dietéticos sobre la salud es ampliamente 

conocida. Sin embargo, el abandono de estos buenos hábitos y costumbres 

alimentarias a otros menos saludables está haciendo que los índices de 

obesidad y diabetes en los denominados países desarrollados aumenten 

considerablemente, lo que conlleva un aumento de enfermedades 

cardiovasculares y lo convierte en el origen de uno de los mayores 

problemas de salud y unas de las principales causas de mortalidad de la 

sociedad actual en estos países (Chen et al. 2012). 

Los hábitos dietéticos de la zona mediterránea han sido identificados en gran 

parte como responsables de los beneficios sobre la salud en estas 

poblaciones y su papel en la prevención de muchas enfermedades crónicas 

ha sido ampliamente estudiado. Se ha demostrado que la población en las 

regiones mediterráneas presentaba bajas tasas de enfermedad coronaria, así 

como menor incidencia de algunos tipos de cáncer, de enfermedades 

inflamatorias y enfermedades degenerativas, lo que se traduce en una mejor 

calidad de vida (Bonaccio et al. 2012). Algunos de los beneficios asignados a 

la dieta mediterránea pueden ser debidos a la presencia de diferentes 

compuestos bioactivos que actúan sinérgicamente. Esto ha provocado un 

creciente interés por conocer posibles factores que promuevan estos efectos 

beneficiosos para la salud. 

La dieta mediterránea tradicional se caracteriza principalmente por una 

abundancia de alimentos vegetales (Willett et al. 1995), pero además de 
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estos patrones alimentarios la dieta mediterránea se caracteriza por el 

consumo de productos frescos y de temporada, dejando de ser un simple 

hábito alimentario para pasar a ser un estilo de vida, procedente de una 

herencia cultural y tradicional, asociado a la práctica de ejercicio físico diario 

moderado y a un disfrute de las comidas en compañía  (Figura 1.1). 

 

 

La influencia de la dieta mediterránea en la salud no sólo se limita al hecho 

de que sea una dieta equilibrada y variada. A los beneficios de su riqueza en 

carbohidratos complejos y fibra, así como su bajo contenido en ácidos grasos 

saturados, hay que añadir los beneficios de su contenido en sustancias 

antioxidantes.  

Los alimentos vegetales son la principal fuente de antioxidantes de la dieta, 

entre los que destacan distintos grupos de compuestos como las vitaminas, 

carotenoides o polifenoles (Moure et al. 2001). Las propiedades 

antioxidantes de estos compuestos retardan y/o previenen los procesos de 

oxidación y contribuyen así a la protección celular frente a los mismos. En la 
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naturaleza existe un elevado número de compuestos antioxidantes que 

pueden actuar sinérgicamente contra la oxidación del organismo. Este efecto 

sinérgico es difícil de ser valorado siendo la suma de los constituyentes de 

los alimentos la que produce los efectos saludables. 

 

1.1. Fuentes de antioxidantes en la dieta 

Como se ha mencionado anteriormente, algunos de los efectos saludables de 

los alimentos de origen vegetal se atribuyen a sus propiedades 

antioxidantes. De entre los posibles compuestos antioxidantes de la dieta 

humana destacan los polifenoles.  

Los compuestos polifenólicos podrían participar en la protección celular 

contra el proceso oxidativo relacionado con enfermedades degenerativas 

(Rice-Evans et al. 1995; Halliwell 1996; Hollman et al. 1999; Aruoma 2003; 

Rossi et al. 2008), enfermedades relacionadas con el síndrome metabólico 

(Taubert et al. 2007), cáncer (Matito et al. 2003) y envejecimiento (Queen et 

al. 2010). Por esto, el consumo de polifenoles parece prevenir o disminuir el 

deterioro originado por un exceso de estrés oxidativo, dando como resultado 

un aumento de defensas contra la oxidación. Es por esto por lo que vamos a 

centrar nuestra atención en los antioxidantes más abundantes de la dieta 

humana que son los compuestos polifenólicos. 

 

1.2. Compuestos polifenólicos 

Los compuestos polifenólicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de 

compuestos presentes en el reino vegetal que son producto del metabolismo 

secundario de las plantas y desempeñan en éstas importantes funciones 

ecológicas como regulación del crecimiento, defensa frente a agresiones 

externas de depredadores y microorganismos, resistencia a enfermedades y 
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estrés, pigmentación, polinización etc. (Scalbert et al. 1987; Haslam 1998). 

Además, son en gran medida responsables del sabor y color de la planta. 

Los polifenoles son sintetizados por las plantas principalmente en respuesta 

a un estrés o agresión externa como pueden ser periodos prolongados de 

sequía, alta radiación ultravioleta o como defensa contra un herbívoro o 

infección por agentes patógenos. Por lo tanto, la presencia de estos 

compuestos en las plantas es muy variada dependiendo de múltiples factores 

como pueden ser aquellos intrínsecos de la planta como la especie, 

procedencia, variedad o parte del vegetal o extrínsecos como la intensidad 

lumínica, temperatura, maduración, zona de cultivo etc. Ya que la 

composición y concentración de polifenoles puede verse afectada por  estos 

factores cabe esperar, por ejemplo, que las frutas y verduras que se cultivan 

de manera ecológica generen niveles mayores de compuestos polifenólicos 

para combatir con sus propios mecanismos de defensa posibles plagas 

(Vallverdú-Queralt et al. 2012).  

La estructura de los polifenoles consiste en anillos aromáticos con uno o más 

grupos hidroxilo, incluyendo también derivados como ésteres, glicósidos y 

otros grupos con diferentes estructuras químicas y actividad.  

 

1.2.1. Clasificación 

Los compuestos fenólicos se clasifican en subcategorías dependiendo de su 

esqueleto estructural, variando su naturaleza desde moléculas simples como 

los ácidos fenólicos hasta compuestos de naturaleza polimérica como las 

proantocianidinas. Su clasificación se centra principalmente en el número de 

átomos de carbono que presenta su estructura (Spencer et al. 2008; Crozier 

et al. 2009) (Tabla 1.1). 
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Tabla 1.1. Principales clases de compuestos fenólicos en plantas, representados 

sin los grupos hidroxilo sustituyentes. 

Fenoles simples 
C6 

 

Ácidos fenólicos 
C6-C1 

Ácido fenilacético 
C6-C2 

 
Acetofenonas 

C6-C2 

 

Ácidos 
hidroxicinámicos 

C6-C3 

 

Cumarinas 
C6-C3 

 

 
Benzofenonas 

C6-C1-C6 
Xantonas 
C6-C1-C6 

Naftoquinonas 
C6-C4 

Estilbenos 
C6-C2-C6 

 

Chalconas 
C6-C3-C6 

Flavonoides 
C6-C3-C6 

Androquinonas 
C6-C2-C6 

Lignanos 
C6-C3-C3-C6 

Taninos hidrolizables 
(C6-C1)n 

 

Ligninas 
(C6-C3)n 

 

Los ácidos fenólicos son abundantes en extractos vegetales. Se diferencian 

dos grupos principales de ácidos fenólicos, los derivados de ácidos benzoicos 

y los derivados de ácidos cinámicos (Spencer et al. 2008). Los ácidos 
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fenólicos más frecuentes son el ácido cafeico, y el ácido ferúlico (Scalbert et 

al. 2000b). 

Los estilbenos no son compuestos muy abundantes en los alimentos 

(Scalbert et al. 2000b). El estilbeno de mayor interés es el resveratrol 

(3,5,4’-trihidroxiestilbeno) presente en la uva y el vino. El resveratrol ha sido 

ampliamente estudiado mostrando actividad antivírica y antitumoral, además 

de poder prevenir trastornos relacionados con la obesidad y enfermedades 

del envejecimiento oponiéndose a los efectos de una dieta alta en calorías 

(Jang et al. 1997; Docherty et al. 1999; Baur et al. 2006). 

Los taninos hidrolizables son polímeros constituidos por un carbohidrato, 

generalmente glucosa, cuyos grupos hidroxilos se encuentran esterificados 

por ácidos fenólicos, como el acido gálico para los galotaninos o el elágico 

para los elagitaninos (Arapitsas 2012) (Figura 1.2).  
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Los flavonoides son una de las familias de compuestos polifenólicos más 

conocidas. Tanto es así, que comúnmente los compuestos polifenólicos se 

dividen en flavonoides y no flavonoides. 

 

1.2.2. Flavonoides 

La estructura química de los flavonoides consta 

de un esqueleto difenilpropano (C6-C3-C6) 

formado por dos anillos aromáticos (A y B) unidos 

a través de tres átomos de carbono que forman 

un heterociclo oxigenado (C) (Rice-Evans et al. 

1996; Spencer et al. 2008) (Figura 1.3). 

 

Los flavonoides a su vez se dividen en diferentes familias dependiendo del 

estado de oxidación del heterociclo. De este modo distinguimos entre 

flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoles, flavanoles y antocianidinas 

(Figura 1.4). 

Dentro de cada clase, los miembros difieren en el patrón de hidroxilación de 

sus dos anillos fenólicos, y por la naturaleza y la posición de los 

sustituyentes, que puede ser diferentes grupos como grupos metilo o 

azúcares.    

Los flavonoides que se encuentran libres, sin estar unidos a otros grupos, se 

denominan agliconas, mientras que los que se encuentran glucosilados se 

denominan glucósidos de flavonoides (Manach et al. 2004).  
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Los flavonoides son el grupo de polifenoles más amplio y diverso en la 

naturaleza a la vez que los compuestos más abundantes en los alimentos de 

origen vegetal (Figura 1.5). En particular, los flavanoles están recibiendo 

una creciente atención. Estos se encuentran en la naturaleza principalmente 

como (epi)catequina o galatos de (epi)catequina, de forma monomérica o 

formando compuestos poliméricos. A estos polímeros de flavanoles se les 

llama proantocianidinas o taninos condensados (Cheynier 2005) y se 

encuentran en alimentos como el té, la uva y el cacao.  
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Mandarina 
Naranja 

Figura 1.5. Especies vegetales ricas en flavonoides. 

Isoflavonas  

 

Flavanonas 

Flavonas 

 

 

Flavonoles 

 

Flavanoles  Antocianidinas 

 

  

 

1.2.3. Proantocianidinas o taninos condensados 

 Los taninos condensados son estructuras poliméricas compuestas por la 

unión de flavanoles. Se encuentran en abundancia en la naturaleza formando 

mezclas complejas y son responsables en gran medida de la textura, color y 

sabor astringente y amargo de algunos alimentos como el té, café o el 

chocolate (Lea et al. 1978). Después de la lignina, representan la clase más 

abundante de compuestos fenólicos naturales y el principal compuesto 

Cebolla 

Manzana 

Pera 

Frambuesas 

Arándanos 

Grosellas 

Uva 

Cacao 

Té 

Soja 

Orégano 

Perejil 

Apio 
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polifenólico en la dieta (Matthews et al. 1997; Scalbert et al. 2000a; Gu et 

al. 2004). Las proantocianidinas se han descrito como compuestos 

antimicrobianos, antioxidantes, anticancerígenos y antiinflamatorios, además 

de ser beneficiosos para la prevención de enfermedades relacionadas con 

síndrome metabólico (Cos et al. 2004; Serrano et al. 2009; Bladé et al. 

2010; Castell-Auví et al. 2012). Hay gran variedad de clases de 

proantocianidinas dependiendo de la unidad monomérica de la que esté 

compuesta (Figura 1.5). 

Las proantocianidinas se diferencian estructuralmente de acuerdo al número 

de grupos hidroxilos, su posición en los anillos aromáticos y su configuración 

espacial en las unidades de flavanoles constituyentes. Los flavan-3-oles 

poseen dos átomos de carbono quirales, es decir, existen cuatro 

diastereoisómeros para cada uno de ellos. Los enantiómeros con 

configuración cis llevan el prefijo “epi” mientras que las unidades que 

presentan una configuración trans no llevan este prefijo. En determinadas 

ocasiones el prefijo “epi” se incluye entre paréntesis para indicar 

indistintamente uno u otro compuesto. 

Los polímeros de proantocianidinas pueden presentar una estructura 

homogénea constituida únicamente por unidades de un único flavanol o 

presentar una composición mixta con distintas unidades monoméricas, 

siendo las procianidinas (polímeros homogéneos de (epi)catequina) 

mayoritarias respecto a otras proantocianidinas en el reino vegetal (Prior et 

al. 2005; Aron et al. 2007). 
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Familia Flavan-3-ol R1 R2 R3 R4 R5 

Procianidinasa (epi)catequina H OH OH OH H 

Propelargonidinasb (epi)afzelequina H OH H OH H 

Profisetinidinasb (epi)fisetinidol H OH OH H H 

Prodelfinidinasb (epi)galocatequina OH OH OH OH H 

Proguibourtinidinasb (epi)guibourtinidol H OH H H H 

Prorobinetinidinasb (epi)robinetinidol OH OH OH H H 

Prodistenidinab (epi)distenidina H H H OH H 

Proteracacinidinab (epi)oritina H OH H H OH 

Promelacacinidinab (epi)mesquitol OH OH H H OH 

a contienen únicamente (epi)catequina 
b contienen al menos una unidad diferente a (epi)catequina 

 

Otros muchos tipos de proantocianidinas han sido encontrados en extractos 

vegetales (Hümmer et al. 2008). Las profisetinidinas y prorobinetinidinas son 

las principales proantocianidinas en quebracho (Vivas et al. 2004), mientras 

que en habas pintas y canela se encuentran propelargonidinas (Gu et al. 

2003b) y el té es estudiado por sus prodelfinidinas (Kiehne et al. 1997; El-

Shahawi et al. 2012). 
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Según el tipo de unión las proantocianidinas pueden ser de tipo A y de tipo B 

(Figura 1.6). En los enlaces de tipo B, las unidades de flavan-3-ol se 

encuentran unidas por el enlace carbono-carbono entre el carbono C4-C6 o 

C4-C8, siendo los segundos más abundantes. Las proantocianidinas de tipo 

A, además de este enlace interflavánico, presentan una unión adicional entre 

el carbono C2 y el hidroxilo del carbono C7 principalmente (Hümmer et al. 

2008). Además de este enlace C2-O7, se ha descrito en cacao enlaces de 

tipo A C2-O5 (Porter et al. 1991).  

 

 

 

Mientras que las proantocianidinas de tipo B, principalmente procianidinas, 

se encuentran en muchas especies de plantas como el cacao, manzana, té, 

uva etc., son escasas las fuentes naturales en las que se han identificado 

proantocianidinas de tipo A (ciruela, cacahuete, aguacate, canela y curry) 

(Lou et al. 1999; Gu et al. 2003a). Las proantocianidinas de tipo A son más 

resistentes a la despolimerización, por ejemplo, en condiciones de tiólisis. 

La gran cantidad de grupos hidroxilo que poseen estos compuestos hace que 

presenten gran reactividad con otras moléculas, en particular presentan una 

alta afinidad por las proteínas (Hagerman et al. 1980; Santos-Buelga et al. 

2000). Esta reactividad viene determinada por el grado de polimerización del 

compuesto, tipos de enlace interflavánicos y patrón de hidroxilación (Figura 

1.7).  Es necesario conocer estas diferencias para entender que efectos 



Introducción 

25 

biológicos pueden tener y cómo pueden afectar al metabolismo (Foo et al. 

2000a; Prior et al. 2005).  

Evaluar el contenido y la 

composición de estos 

compuestos poliméricos 

en diversos alimentos y 

fuentes vegetales implica 

una dificultad añadida 

debido a la complejidad de 

su extracción. Esto hace 

que, en muchos casos, 

estos compuestos no 

hayan sido debidamente 

caracterizados, y que en 

los datos encontrados en 

literatura sobre 

proantocianidinas en 

alimentos sólo se evalúen 

(epi)catequinas de bajo grado de polimerización por ser éstas más fácilmente 

extraíbles. 

1.2.3.1. Proantocianidinas no extraíbles (NEPA) 

Una parte de las proantocianidinas presentes en el tejido de la planta no son 

extraíbles. Un error común en la determinación del contenido de 

proantocianidinas en matrices vegetales es analizar únicamente las 

proantocianidinas extraíbles cuando se ha demostrado que los métodos más 

eficaces no logran extraer la mayor parte de las proantocianidinas, que 

quedan retenidas en la matriz y por eso se han definido como no-extraíbles 

(non-extractable proanthocyanidins, NEPA) (Arranz et al. 2009).  

Varias técnicas han sido utilizadas y descritas para la extracción de 

compuestos polifenólicos de una matriz vegetal, como pueden ser la 

extracción por ultrasonidos, extractor soxhlet, microondas, extracción sólido-
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líquido con distintos disolventes, etc. La elección del método está en función 

de los compuestos que se quieren extraer, pero hasta hoy no existe un 

método totalmente eficaz, siendo este paso de la extracción uno de los más 

críticos. El método más común para la obtención de proantocianidinas es la 

extracción con disolventes orgánicos. Concretamente, el método más 

efectivo se realiza con una mezcla de agua ácida y acetona (30:70, v/v) 

(Hussein et al. 1990), ya que la acetona está especialmente indicada para la 

extracción de proantocianidinas poliméricas (Prior et al. 2005). 

El rendimiento de los métodos de extracción no depende solamente del 

disolvente, sino que la cantidad de proantocianidinas no extraídas también 

varía según la complejidad de la matriz y del grado de polimerización del 

compuesto. Además existen otros factores como la temperatura y el tiempo 

de extracción que pueden interferir en el proceso. La naturaleza de las 

proantocianidinas a extraer también es importante. Así, por ejemplo, las 

prodelfinidinas son mucho menos extraíbles que las procianidinas (Hümmer 

et al. 2008). De este modo la cantidad de compuestos polifenólicos no 

extraíbles puede llegar incluso hasta el 97% en algunos casos (Matthews et 

al. 1997). 

Los procedimientos que se utilizan para la caracterización de 

proantocianidinas no extraíbles son exclusivamente espectrofotométricos, 

requieren la destrucción de la muestra y no son capaces de determinar el 

tipo de compuesto polifenólico presente en la planta. Debido a la diversidad 

química de los compuestos polifenólicos, es importante avanzar en la 

determinación de la composición de compuestos polifenólicos totales que se 

consumen en la dieta, teniendo en cuenta valores reales en los que se 

incluyen tanto extraíbles como no extraíbles. En las bases de datos de 

compuestos polifenólicos, se pueden encontrar la composición y 

concentración aproximada de polifenoles en algunos alimentos y fuentes 

naturales de origen vegetal, aunque generalmente las bases de datos no 

contemplan el contenido en polifenoles no extraíbles. 
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2. ACTIVIDAD BIOLÓGICA 

Las plantas han sido desde siempre una fuente tradicional de remedios 

contra distintas enfermedades. Ya desde la antigüedad se pretendía conocer 

los secretos de la naturaleza y las estrellas. Hipócrates, considerado como el 

padre de la medicina y precursor de la dietética, se basaba en el poder 

curativo de la naturaleza. Hoy en día, el 80 % de la población mundial utiliza 

productos naturales para el cuidado de la salud, ya sea de una forma directa 

o indirecta (Atul Bhattaram et al. 2002). 

Los extractos y otros productos procedentes de plantas contienen una 

multitud de componentes que podrían ser responsables de sus efectos 

terapéuticos. Los productos naturales son mezclas complejas de compuestos 

y sus actividades fisiológicas, preventivas o terapéuticas podrían ser el 

resultado de la acción combinada y/o sinérgica de varios componentes a 

veces desconocidos (Baur et al. 2006). El papel de los extractos naturales 

como activos alternativos o complementarios a los fármacos existentes es de 

particular importancia en el caso de desarrollo de resistencias de 

microorganismos. Por tanto, es necesario definir tantos componentes como 

sea posible con el fin de entender y explicar su actividad. 

La actividad antioxidante es un foco de atención en el estudio de productos 

vegetales. Otra actividad relevante es la antiviral. El descubrimiento de 

nuevos agentes antivirales no tóxicos a partir de especies vegetales se 

considera un complemento o co-adyuvante para el tratamiento de 

infecciones víricas como el Herpes o el SIDA.  

Las plantas medicinales pueden ser una fuente para el aislamiento de 

compuestos puros que actúan contra estas infecciones víricas. A pesar de la 

cantidad de información acerca de extractos de plantas contra HSV, no se 

han identificado, aislado y probado todos los compuestos bioactivos 

responsables de esta actividad (Khan et al. 2005). 

Anteriormente han sido atribuidas propiedades antivirales a extractos 

polifenólicos de plantas (De Bruyne et al. 1999b). Por ejemplo, el 



2. Actividad biológica 
       

28 

resveratrol, un estilbeno de origen natural que se encuentra en vinos, uvas y 

otras plantas, inhibe eficazmente la replicación del  HSV-1 y HSV-2 

(Docherty et al. 1999) aunque la relación entre su estructura y actividad no 

ha sido claramente establecida. 

 

2.1. Bioactividad de proantocianidinas 

Es importante destacar el gran número de posibles efectos funcionales, 

preventivos y terapéuticos que tienen las proantocianidinas. Entre los 

principales efectos biológicos estudiados están sus propiedades antivirales y 

antimicrobianas, además de las citadas anteriormente como antioxidantes, 

antitumorales, cardioprotectoras y antiarterioscleróticas (De Bruyne et al. 

1999a; Shahat et al. 2002; Jerez et al. 2007). La estructura del esqueleto 

polifenólico y la posición de los grupos hidroxilo determinan las interacciones 

de los polifenoles con sistemas biológicos. 

En los ensayos de actividad antibacteriana y actividad antiviral el grado de 

polimerización, el porcentaje de galoización, el tipo de enlace interflavánico y 

la estereoquímica influyen fuertemente en su capacidad inhibidora (Takechi 

et al. 1985; De Bruyne et al. 1999b; Gescher et al. 2011). Se cree que el 

principal mecanismo antiviral de las proantocianidinas es la unión a las 

proteínas de la envoltura del virus o de la membrana de la célula huésped 

impidiendo la unión del virus y la penetración de la membrana plasmática 

(Fukuchi et al. 1989). 

Adicionalmente, se ha descrito que las proantocianidinas tienen efectos sobre 

la modulación de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo (Middleton et 

al. 2000), la interacción con las membranas biológicas (Oteiza et al. 2005), 

la interacción con microbiota, y además son excelentes agentes quelatantes 

de metales (De Bruyne et al. 1999a; Scalbert et al. 2000a; Cos et al. 2004), 

aunque a generalmente se atribuyen sus múltiples efectos sobre la salud a 

su capacidad antioxidante. 
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3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

Un antioxidante es una molécula capaz de disminuir, retardar o inhibir la 

oxidación de otras moléculas o sustratos. Los antioxidantes actúan en 

reacciones redox cediendo un electrón o un átomo de hidrógeno. De esta 

manera pueden ejercer su acción reparando un daño oxidativo, captando 

directamente o neutralizando radicales libres o especies reactivas de oxígeno 

(ROS) o especies reactivas de nitrógeno (RNS) (Halliwell et al. 1995; Boots 

et al. 2008). 

Un radical libre es una molécula que contiene un electrón desapareado en 

el orbital más externo de su estructura atómica. Estos electrones 

desapareados confieren al radical una gran reactividad química. Esta gran 

reactividad le concede una baja especificidad química de manera que pueden 

reaccionar con cualquier molécula adyacente para conseguir una 

configuración electrónica estable, es por esto que también son conocidas 

como especies reactivas (Aruoma 1998). 

La importancia de las reacciones de oxidación-reducción en la naturaleza es 

manifiesta. En el organismo, debido al metabolismo aeróbico, se generan 

especies intermediarias altamente reactivas. La generación de ROS forma 

parte del metabolismo normal de una célula y está inevitablemente asociado 

a la vida, pero un desequilibrio puede conducir a un estado de estrés 

oxidativo (Gutteridge 1995). 

Como estrés oxidativo nos referimos al desequilibrio entre las especies 

oxidantes y la capacidad de los sistemas de defensa del organismo para 

hacer frente a la agresión oxidativa. Este desequilibrio en favor de los 

oxidantes genera un daño oxidativo en las biomoléculas (Mayne 2003). Así, 

un exceso de oxidación y por lo tanto de radicales libres pueden dañar las 

macromoléculas y alterar procesos celulares. Se ha comprobado cómo el 

daño oxidativo causado por las ROS a las biomoléculas guarda relación con 

numerosas enfermedades crónicas y degenerativas, como puede ser 

enfermedades cardiovasculares, alzhéimer o ciertos tipos de cáncer entre 

otras (Halliwell 1997) ya que estas especies altamente reactivas pueden 
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alterar la estructura y función de membranas celulares, carbohidratos, 

proteínas, ARN y ADN. Esta es la causa principal de que cada vez haya más 

estudios focalizados en cómo los antioxidantes pueden prevenir el desarrollo 

de muchas de estas enfermedades (Bagchi et al. 2000). 

Las fuentes de ROS pueden ser tanto endógenas como exógenas, 

destacando entre estas últimas el consumo de tabaco o la exposición a 

radiaciones. El propio organismo, para minimizar el daño que las ROS 

pueden producir en las biomoléculas, ha desarrollado un sistema de defensa 

enzimático para hacer frente a estas especies reactivas de oxigeno. Aun así, 

las células también utilizan una serie de compuestos antioxidantes de origen 

externo para su defensa que son obtenidos a través de la dieta.  

Los antioxidantes naturales tienen un papel protector frente al estrés 

oxidativo y han sido usados como agentes quimiopreventivos (Moure et al. 

2001). Estas propiedades beneficiosas podrían estar estrechamente 

vinculadas a la actividad antioxidante de estos compuestos gracias a la 

capacidad de captar radicales libres, por lo que se suele asociar la actividad 

biológica de los compuestos polifenólicos con su capacidad captadora de 

radicales libres que normalmente se asocia a la capacidad antioxidante (Rice-

Evans et al. 1997; Aruoma 2003; Lee et al. 2006; Silva et al. 2007). Por otro 

lado, se ha demostrado que los organismos que viven más años son aquellos 

que tienen mejores defensas antioxidantes (Finkel et al. 2000). 

 

3.1. Compuestos polifenólicos como antioxidantes 

Concretamente los polifenoles, debido a su acción captadora de radicales 

libres, pueden prevenir del daño oxidativo causado por éstos, ya que son 

excelentes donadores de protones o electrones. Esta acción podría ser 

preventiva del envejecimiento celular y de ciertas enfermedades que cursan 

con estrés oxidativo.   
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La estructura química de estos compuestos, con un número variable de 

grupos hidroxilos, determina su capacidad antioxidante (Balasundram et al. 

2006) ya que estos grupos hidroxilo ceden electrones o átomos de hidrógeno 

neutralizando los radicales. Se ha observado que los compuestos con mayor 

capacidad antioxidante los que presentan dos grupos hidroxilos en posición 

orto en el anillo B. Además, debido a la deslocalización por resonancia en el 

anillo aromático del electrón desapareado y a la ausencia de posiciones para 

el ataque por el oxígeno molecular, los compuestos polifenólicos tienen 

intermedios radicalarios relativamente estables (Siquet et al. 2006). 

En el caso concreto de las proantocianidinas, son pocos los estudios 

publicados que relacionan su estructura y actividad debido a la complejidad 

de estas moléculas. Tanto el grado de galoización como el grado de 

polimerización son determinantes, ya que, como se ha mencionado, la 

actividad antioxidante depende directamente del número de grupos 

hidroxilos (Torres et al. 2002; Vissers et al. 2004; Touriño et al. 2005). Aún 

así, no hay resultados concluyentes sobre el efecto que puede tener el grado 

de polimerización sobre la capacidad antioxidante del compuesto y en 

muchos casos los resultados son contradictorios (Santos-Buelga et al. 2000; 

Heim et al. 2002). Existen estudios donde se indica una correlación positiva 

entre el contenido de proantocianidinas poliméricas y el porcentaje de 

inhibición de radicales mientras que en otros métodos de evaluación de 

actividad antioxidante la correlación es negativa (Zessner et al. 2008). 

La eficacia de los antioxidantes en una matriz compleja y en sistemas 

biológicos se ve afectada por muchos factores, desde el mecanismo de 

acción hasta las condiciones de reacción, que pueden afectar tanto a la 

cinética de oxidación como a la propia matriz (Plumb et al. 1996). Por lo 

tanto, es necesario combinar más de un método de medida en la 

determinación de la capacidad antioxidante (Plumb et al. 1998; Frankel et al. 

2000; Aruoma 2003; Pérez-Jiménez et al. 2008a). Además, los compuestos 

medidos individualmente no reflejan necesariamente la capacidad 

antioxidante total ya que estos pueden actuar de forma sinérgica variando 

sus reacciones redox. 
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También es necesario considerar si los compuestos responsables de esta 

capacidad antioxidante son biodisponibles en el tracto gastrointestinal y, por 

tanto, si podrán ejercer el efecto beneficioso sobre el organismo tras su 

ingesta. 

Principalmente hay dos tipos de mecanismos químicos para la oxidación de 

los polifenoles (Rice-Evans et al. 1997; Cos et al. 2004): 

- Mecanismos de transferencia de un átomo de hidrógeno (HAT) 

- Mecanismos de transferencia electrónica (SET) 

 

3.1.1. Actividad antioxidante basada en mecanismos HAT 

Uno de los métodos más comunes para evaluar la actividad antioxidante  de 

los polifenoles es estudiar los mecanismos de transferencia de átomos de 

hidrógeno. Se trata de la donación de un átomo de hidrógeno por parte de 

un antioxidante para neutralizar un radical en un único paso, siendo el nuevo 

compuesto formado mucho más estable que el inicial. 

PhOH + R•   PhO• + HR 

Para que estos métodos sean efectivos se deben realizar con un radical libre 

estable. Son reacciones muy rápidas, aunque en ciertos métodos basados en 

mecanismos HAT se ha comprobado que los disolventes pueden influir de 

forma significativa en los resultados (Fernández-Pachón et al. 2004; Villano 

et al. 2005). 

3.1.1.1. Ensayo ORAC (Capacidad de absorción de radicales 

de oxígeno) 

El ensayo ORAC es un método comúnmente utilizado para medir la actividad 

antioxidante en entornos tanto hidrofílicos como lipofílicos de vegetales (Wu 

et al. 2004). Los radicales peróxidos generados por la descomposición 

térmica del 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano)dihidrocloruro (AAPH) reaccionan 



Introducción 

33 

con la fluoresceína (FL) inhibiendo su fluorescencia mientras  que los 

antioxidantes presentes en la muestra neutralizan los radicales libres 

retrasando la pérdida de fluorescencia. 

La fluorescencia se mide durante 120 min hasta 

que se reduce a menos de un 5% de su valor 

inicial. Para cada concentración de antioxidante, 

se cuantifican las diferentes áreas bajo la curva 

en todas las cinéticas restando el valor del área 

del blanco. Se representan los valores del área 

neta frente a la cantidad de extracto siendo la pendiente de esta curva el 

valor ORAC. Usualmente se expresa como equivalentes de trólox (ácido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico), siendo este un análogo 

hidrosoluble de la vitamina E (Figura 3.1). 

3.1.1.2. Ensayo del radical DPPH 

El método del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es un método 

ampliamente utilizado para evaluación de la actividad antioxidante total en 

alimentos y extractos vegetales ya que es útil para el estudio de la actividad 

captadora de radicales libres, independientemente de cualquier actividad 

enzimática, además de su por su rapidez, sencillez y bajo coste. Este método 

colorimétrico de evaluación de actividad antioxidante se basa en la reducción 

del radical estable DPPH, el cual tiene una coloración violeta que se pierde 

progresivamente a medida que reacciona con los compuestos antioxidantes 

de la muestra, produciendo un descenso de la absorbancia a 515 nm (Brand-

Williams et al. 1995) (Figura 3.2). 
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No obstante, este método presenta algunos inconvenientes. Uno de ellos es 

que existen otros compuestos que absorben a la misma longitud de onda que 

el radical, como pueden ser los carotenoides, por lo que interferirían en los 

resultados. Por otro lado, las moléculas pequeñas tienen menor impedimento 

estérico para reaccionar con el radical, por lo que darían mayor actividad 

antioxidante que moléculas con mayor peso molecular (Prior et al. 2005). El 

método no es adecuado para la determinación de la capacidad antioxidante 

del plasma, ya que las proteínas precipitan con el metanol del medio de 

reacción (Sánchez-Moreno 2002). 

3.1.1.3. Ensayo TRAP (Parámetro antioxidante total de 

captura de radicales peroxilo) 

Este ensayo se desarrolló principalmente para medir la capacidad 

antioxidante en plasma. Determina la eficacia con la que los compuestos 

antioxidantes captan los radicales peroxilos generados a partir del AAPH. Se 

mide por fluorescencia y como patrón de referencia se usa trólox (Wayner et 

al. 1985). 
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3.1.2. Actividad antioxidante basada en mecanismos SET 

Los métodos basados en mecanismos de transferencia electrónica miden la 

capacidad que tiene un antioxidante para transferir un electrón y reducir un 

compuesto. Estas reacciones son lentas y dependen en gran medida del pH, 

por lo que el resultado de estos ensayos se basa en el porcentaje de 

disminución del radical. Esta transferencia electrónica depende directamente 

del potencial de ionización del compuesto antioxidante siendo más fácil la 

reacción a menores valores de estos (Wright et al. 2001). 

3.1.2.1. Ensayo FRAP (Poder antioxidante de reducción del 

hierro)  

Este método determina la capacidad del antioxidante para reducir el 

complejo de la tripiridiltriazina férrica a su forma ferrosa en medio ácido 

(Benzie et al. 1996). La reacción produce un cambio de color de intensidad 

proporcional a la actividad reductora, que es monitorizado midiendo la 

absorbancia a 595 nm durante 30 minutos para completar la reacción (Pulido 

et al. 2000). 

Los inconvenientes de esta técnica son que el potencial de reducción del Fe 

(III) a Fe (II) es de 0,77 V, por lo que un compuesto con menor potencial 

redox podría reducir al Fe (III) (Ou et al. 2002). Además existen 

antioxidantes que no son capaces de llevar a cabo esta reacción dando 

resultados negativos. Asimismo, se han descrito interferencias de otros 

compuestos (Prior et al. 1999). 

3.1.2.2. Ensayo TEAC (Capacidad antioxidante equivalente de 

trólox) 

El ensayo TEAC o también conocido como ensayo ABTS (ácido 2,2-azinobis-

(3-etilbenzotioazolín-6-sulfónico)), está basado en la captación del radical 

catión ABTS·+ por los antioxidantes. El radical catión del ABTS generado 

posee una coloración verde-azulada que disminuye debido a la reducción del 

radical por el antioxidante, es decir se produce una decoloración que es 
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medida a una longitud de onda de 734 nm (Sánchez-Moreno 2002). Como 

patrón se emplea el trólox. 

El ABTS·+ es soluble en disolventes orgánicos y acuosos, lo que hace que sea 

un método apto para determinar la capacidad antioxidante tanto lipofílica 

como hidrofílica de extractos y fluidos biológicos (Schlesier et al. 2002; Prior 

et al. 2005). 

3.1.2.3. Ensayo de los radicales HNTTM y TNPTM 

Los radicales HNTTM (tris(2,4,6-tricloro-3,5-dinitrofenil)metilo) y TNPTM 

(tris(2,3,5,6-tetracloro-4-nitrofenil)metilo) son radicales estables y solubles 

en solventes orgánicos de diferente polaridad (Figura 3.3). Presentan la 

propiedad de reaccionar exclusivamente por reacciones de transferencia 

electrónica por lo que se utilizan para monitorizar reacciones redox de 

compuestos polifenólicos con diferentes capacidades reductoras  (Carreras et 

al. 2012). 

              

Estos radicales han sido sintetizados expresamente para evaluar la capacidad 

de transferencia electrónica de los compuestos polifenólicos tanto naturales 

como sintéticos, pudiendo medir esta tanto por UV como por resonancia 

paramagnética electrónica (EPR) (Torres et al. 2007; Carreras et al. 2009). 

La ventaja que presentan estos radicales con respecto al del ión férrico es 

que se evita la posibilidad de interferencias por la unión entre los 

compuestos polifenólicos y el hierro (Carreras et al. 2012). 
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El radical TNPTM reacciona solamente con los hidroxilos más reactivos, por lo 

tanto es una herramienta muy útil para la detección de otros polifenoles más 

potencialmente beneficiosos ya que las estructuras más reactivas son 

también las que tienen mayor efecto sobre la viabilidad celular in vitro 

(Carreras et al. 2012). 

 

3.2. ¿Antioxidantes o prooxidantes? 

A la actividad antioxidante constatada que tienen los polifenoles se le ha 

atribuido el efecto beneficioso y protector sobre la salud. Por otra parte, se 

han observado efectos adversos a dosis altas atribuidos a una acción pro-

oxidante (Lambert et al. 2007). 

Los compuestos prooxidantes son aquellos que promueven el daño oxidativo 

en sistemas modelo mientras que los antioxidantes lo inhiben. Los 

polifenoles pueden ser prooxidantes en función de su naturaleza y 

concentración. En general, en dosis bajas tienen un efecto beneficioso pero a 

altas dosis pueden causar daño celular (Gutteridge et al. 2010). 

Cada vez hay más estudios sobre cómo actúan estos compuestos a nivel 

celular modulando actividades enzimáticas (Puiggròs et al. 2005; Del Bas et 

al. 2008; Montagut et al. 2010b). Un efecto pro-oxidante leve puede resultar 

en un efecto final protector o antioxidante porque estimulan los sistemas 

antioxidantes endógenos. Este fenómeno es conocido como hormesis y 

explica los efectos beneficiosos del ejercicio físico moderado o la restricción 

calórica (Schulz et al. 2007; Touriño et al. 2009). 

Aunque existen numerosos resultados sobre actividad antioxidante in vitro 

de múltiples extractos vegetales, no está claro que los polifenoles tengan un 

efecto in vivo. Hay quien piensa que los resultados in vitro son en muchos 

casos biológicamente irrelevantes (Gutteridge et al. 2010). Esto es debido en 

gran parte a que los polifenoles sufren una metabolización extensiva en el 

organismo y muchos de sus metabolitos son inocuos como captadores de 
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radicales libres. Para esclarecer el papel de los polifenoles, en particular los 

flavonoides como antioxidantes o prooxidantes en el organismo, es crítico 

comprender la naturaleza química de las formas absorbidas, bioaccesibles y 

biodisponibles. Los efectos que puedan ejercer los flavonoides podrían ser 

debidos, en gran manera, a sus metabolitos. Por ello es importante tanto la 

caracterización de los compuestos polifenólicos en extractos vegetales como 

los metabolitos generados a partir de éstos. 

 

 

4. CARACTERIZACIÓN DE COMPUESTOS POLIFENÓLICOS 

La complejidad de las estructuras químicas de los polifenoles y su amplia 

diversidad hace complicada su caracterización y el estudio de la relación 

entre la estructura y la actividad. 

El estudio de la composición de los compuestos polifenólicos en muestras de 

origen vegetal está limitado a algunas variedades de plantas. Existe gran 

variedad de las mismas, en concreto las tropicales, que no han sido 

identificadas y pueden representar una importante fuente de polifenoles. 

Además, aparecen nuevas técnicas más potentes para detectar y caracterizar 

nuevos compuestos por lo que la composición de una gran parte de 

alimentos, incluso los que están ampliamente caracterizados, puede quedar 

obsoleta.  

A continuación se presentan algunas de las metodologías analíticas para la 

caracterización de compuestos polifenólicos en matrices vegetales. 

 

4.1. Espectroscopía UV-VIS 

La espectroscopía UV-VIS es uno de los métodos más comúnmente utilizado 

para la detección y cuantificación de los distintos tipos de polifenoles. 
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Gracias a los anillos fenólicos que presentan estos compuestos, los 

polifenoles son excelentes cromóforos, lo que facilita su detección con 

espectroscopía UV-vis. Las diferentes familias absorben a una longitud de 

onda característica, la cual depende del número, posición y tipo de 

sustituyentes del compuesto. Así, los flavanoles presentan su máximo de 

absorbancia a 280 nm, los flavonoles a 360 nm y las antocianidinas a 550 

nm. La utilización de detectores de diodos en línea (DAD) permite analizar 

una muestra a diferentes longitudes de onda y por lo tanto determinar 

diferentes familias de compuestos fenólicos (Merken et al. 2000). 

Existen varios métodos colorimétricos para la determinación de compuestos 

polifenólicos. Estos ensayos son generalmente utilizados para la detección y 

cuantificación de polifenoles en plantas debido a su simplicidad. Los más 

usuales son citados a continuación. 

 

4.1.1. Ensayo de Folin-Ciocalteu 

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en 

compuestos fenólicos totales en productos naturales (Singleton et al. 1965). 

El mecanismo de este ensayo se rige por una reacción redox basado en la 

oxidación de los grupos hidroxilos, por lo que se emplea frecuentemente en 

el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales para la 

medida de la actividad antioxidante total (Prior et al. 2005). La oxidación de 

los fenoles presentes en la muestra por un reactivo de molibdeno y 

wolframio en medio básico causa la aparición de una coloración azul que 

presenta un máximo de absorción a 765 nm y que se cuantifica por 

espectrofotometría tomando como referencia una recta patrón de ácido 

gálico. 

El inconveniente principal de este ensayo es su escasa robustez frente a 

variaciones de volúmenes de muestra, concentraciones de reactivos, tiempo 

y/o temperatura de incubación utilizados. Esto hace que haya diferencias 

significativas en las medidas obtenidas, lo que dificulta la comparación de 
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resultados. Además, es un método poco selectivo puesto que existen 

diversas sustancias de naturaleza no fenólica que interfieren dando lugar a 

resultados erróneos (Singleton et al. 1999). 

 

4.1.2. Ensayo de la vainillina 

Otro método usado comúnmente para la determinación flavanoles, tanto 

monoméricos como poliméricos, es el ensayo de la vainillina (Price et al. 

1978; Sun et al. 1998). La vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehído) en 

medio ácido reacciona con el flavanol formando un cromóforo de color rojo 

cereza que es medido a 500 nm. La principal desventaja de este método 

consiste en que se reduce la capacidad de reaccionar con la vainillina con el 

grado de polimerización de las proantocianidinas, porque la reacción se da 

preferentemente con las unidades terminales (Butler et al. 1982). 

 

4.1.3. Ensayo de proantocianidinas 

Existe un método analítico específico para la cuantificación de 

proantocianidinas. Este método está basado en la despolimerización de estos 

polifenoles transformando en carbocationes de sus unidades de extensión 

(antocianidinas) gracias a la acción de una mezcla HCl/BuOH en caliente. 

Estas antocianidinas presentan color rojo intenso que son detectadas a un 

máximo de absorbancia de 550 nm. 

El principal inconveniente de este método es que la reacción no es completa 

ya que depende de la estructura y grado de polimerización de las 

proantocianidinas. Además, puede haber otras reacciones secundarias 

interferentes que absorben a la misma longitud de onda. Este hecho, puede 

dar lugar a un error de estimación y por lo tanto su aplicación para el análisis 

cuantitativo de proantocianidinas es limitado (Scalbert 1992). 
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4.2.  Espectrometría de masas 

La espectrometría de masas consiste en la separación de especies químicas 

iónicas en función de su relación masa/carga (m/z) mediante un campo 

electromagnético. Esta técnica analítica es excepcional para identificar, 

cuantificar y elucidar la estructura de compuestos polifenólicos debido a su 

robustez, alta sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y buenos límites de 

detección. Además, combinada con técnicas cromatográficas, hace posible la 

separación, purificación e identificación de compuestos polifenólicos siendo la 

técnica más utilizada para caracterizar compuestos en extractos vegetales.  

Los dos aspectos críticos de la técnica de espectrometría de masas son el 

sistema de ionización y el analizador o detector de masas. Tanto la elección 

de la fuente de ionización como del detector de masas es sumamente 

importante dependiendo de la naturaleza de la muestra a analizar y del 

objeto de estudio ya que cada instrumento presenta diferente resolución, 

sensibilidad, velocidad de barrido, rango dinámico lineal o precisión, intervalo 

y exactitud de masas entre otros. 

Existen diferentes tipos de detectores, los más utilizados son el detector de 

tiempo de vuelo, cuadrupolo y de trampa de iones. Por otro lado, la técnica 

de ionización más utilizada para los compuestos polifenólicos es la ionización 

por electrospray, ya que es una ionización suave y sensible y por lo tanto es 

adecuada para un amplio rango de compuestos (Guyot et al. 1997; Wu et al. 

2003). 

La evolución de las técnicas de espectrometría de masas ha facilitado la 

caracterización de moléculas, puesto que la opción de realizar MS/MS con 

una alta resolución posibilita la confirmación de compuestos elucidando 

fragmentos de su estructura con una masa exacta. 
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4.2.1. Espectrometría de masas en tándem 

La espectrometría de masas en tándem se aplica habitualmente para la 

caracterización y cuantificación de compuestos fenólicos, ya que el estudio 

de la fragmentación es una técnica excelente para la caracterización 

estructural. 

En la espectrometría de masas en tándem el primer detector selecciona, de 

entre todos los iones producidos por el sistema de ionización, un ión con un 

valor de m/z concreto, a este ión se le denomina ión precursor. Este ión 

precursor es fragmentado en la cámara de colisión. Allí es excitado por un 

potencial eléctrico y colisiona con moléculas de un gas inerte (helio, 

nitrógeno o argón) dando los iones producto que serán analizados en el 

segundo detector de masas. 

A continuación se describen los espectrómetros de masas en tándem más 

utilizados para el análisis de compuestos fenólicos. 

4.2.1.1. Triple cuadrupolo (QqQ) 

El detector triple cuadrupolo (QqQ) ha sido particularmente utilizado para la 

cuantificación e identificación de metabolitos procedentes de compuestos 

polifenólicos en diferentes muestras biológicas complejas. Consiste en el 

acoplamiento en serie de tres cuadrupolos sencillos, donde el primer y tercer 

cuadrupolo pueden escanear o seleccionar masas mientras el segundo actúa 

como celda de colisión. En cada cuadrupolo se aplica un potencial de 

corriente continua y un potencial de radiofrecuencia. Sólo los iones que 

incluyan ese campo de radiofrecuencia en relación a su m/z alcanzarán el 

detector (Figura 4.1). 
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El triple cuadrupolo es uno de los detectores de masas con mayor 

sensibilidad. Esta alta sensibilidad permite identificar analitos a bajas 

concentraciones en muestras complejas. Es por esto que esta técnica ha sido 

ampliamente utilizada para identificar y cuantificar metabolitos de 

compuestos fenólicos en muestras complejas de orina y plasma (Mata-Bilbao 

et al. 2007).  

Otra ventaja del análisis con este detector es la posibilidad de realizar 

mediciones de masas con diferentes modos de MS/MS como son el barrido 

de iones producto, ión precursor, monitorización de reacción múltiple (MRM) 

y barrido de pérdidas neutras (NL), lo cual facilita la elucidación y 

cuantificación de compuestos. 

En la monitorización de reacción múltiple (MRM) es seleccionado un ión 

precursor que contenga un ión producto específico y así se discrimina una 

molécula de todas las que no presenten esta combinación. Gracias además a 

su alta sensibilidad, este modo permite analizar cuantitativamente 

compuestos en  mezclas complejas. 

Otros modos que presentan una elevada selectividad son los de pérdidas 

neutras y de barrido de ión precursor. En el modo NL se monitorizan todos 

los iones producto que provienen de una pérdida de masa neutra concreta, 
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obteniendo así todos los iones precursores capaces tener esta pérdida. Por 

otro lado, el barrido del ión precursor selecciona todos los iones precursores 

que generan un ión producto característico. 

El mayor inconveniente que presenta esta técnica es su baja resolución, el 

estrecho rango de masas y la dificultad para la determinar masas exactas. 

Además si no se conoce la estructura química y el perfil de fragmentación de 

los analitos a estudiar la elección de este equipo no es la más adecuada. 

Entre las fuentes de ionización a presión atmosférica, para los compuestos 

polifenólicos la ionización por electrospray presenta mejor eficiencia (Rauha 

et al. 2001), empleada en el estudio de compuestos naturales tanto en modo 

de ionización positivo (ganancia de protones) como negativo (pérdida de 

protones). 

4.2.1.2. Cuadrupolo- tiempo de vuelo (Q-TOF) 

El detector Q-TOF junto con el Orbitrap son de los mejores detectores de 

espectrometría de masas para el descubrimiento de sustancias no conocidas 

y análisis de compuestos en muestras complejas. En concreto, el Q-TOF 

permite obtener el perfil de fragmentación de un ión precursor a la vez que 

tenemos una alta precisión en masa (masa exacta) tanto del precursor como 

de los fragmentos originados. La separación y detección de cada uno de los 

iones según su relación m/z se realiza mediante la aplicación de un campo 

magnético y aprovechando el diferente tiempo de vuelo de cada uno de ellos. 

La obtención de la masa exacta es imprescindible para elucidar la estructura 

molecular de los compuestos polifenólicos desconocidos en la muestra. 

Por esto, el detector Q-TOF es una de las mejores herramientas para la 

identificación de compuestos en productos naturales que están formados por 

mezclas complejas que a menudo son difíciles de discernir si no se conocen 

aproximadamente las estructuras químicas que se buscan.  
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4.2.1.3. Ionización por desorción mediante láser asistida por 

matriz acoplado a tiempo de vuelo-tiempo de vuelo 

(MALDI-TOF/TOF) 

Esta técnica ha sido empleada habitualmente en proteómica para el estudio 

de biomoléculas y recientemente está siendo utilizada para caracterizar 

polímeros naturales como las proantocianidinas (Dalluge 2002). La ionización 

por MALDI es una potente herramienta para el análisis de proantocianidinas 

gracias a la suave ionización que ejerce. La ionización del analito se realiza 

mediante un pulso corto de láser irradiado en una matriz que es 

cocristalizada con la muestra a estudiar. Como producto de esta irradiación, 

se produce la desorción de los iones de fase sólida a fase gaseosa dando 

lugar a una nube electrónica que es dirigida hacia el detector. La matriz que 

se incorpora a la muestra absorbe la mayor parte de la energía, de forma 

que protege los analitos de la energía directa del láser. Así, las moléculas se 

ionizan sin que se produzca apenas fragmentación y son finalmente 

analizadas en el detector (Pasch et al. 2001). Un aspecto importante de esta 

técnica es la preparación de la muestra que debe ser lo más homogénea 

posible entre las moléculas del analito y la matriz durante el proceso de 

cocristalización.  

Actualmente es la única técnica capaz de detectar estructuras de 

proantocianidinas de alto grado de polimerización (Monagas et al. 2010a). 

Esta técnica presenta otras ventajas como la rapidez de análisis y su alta 

sensibilidad comparada con otros métodos, lo que nos permite una completa 

identificación de los compuestos. Además, se puede utilizar con muestras 

sólidas y líquidas independientemente de su volatilidad y polaridad. 

Esta técnica de ionización suele ir acoplada principalmente a un detector de 

masas de tiempo de vuelo (TOF). Estas dos técnicas combinadas presentan 

la ventaja de proporcionar un espectro de masas completo con un alto rango 

de masas (Prasain et al. 2004) (Figura 4.2). 
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En caso de tener dos analizadores de TOF acoplados al MALDI, además de 

obtener el valor exacto de la masa del compuesto, es posible obtener 

también información sobre la fragmentación de los analitos. En este caso el 

primer detector de TOF selecciona un ión precursor específico que se 

fragmenta en la cámara de colisión siendo los iones resultantes analizados 

por el segundo detector TOF. La fragmentación de los iones en MALDI se 

puede realizar por disociación inducida por laser (LID) o por disociación 

inducida por colisión (CID). 

En resumen, el tiempo de vuelo (TOF) es una excelente herramienta para 

estudios donde se necesitan una elevada resolución y mediciones exactas de 

masa.  
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5. BIOACCESIBILIDAD Y BIODISPONIBILIDAD 

Los efectos beneficiosos para el organismo derivados del consumo de 

compuestos polifenólicos dependen principalmente de la cantidad consumida 

y de su biodisponibilidad, por lo que determinar estos parámetros en la dieta 

es un factor indispensable para evaluar el papel de éstos en la prevención de 

enfermedades. Es difícil estimar la ingesta diaria de polifenoles en la dieta 

(Duthie et al. 2003) ya que, como mencionamos anteriormente, su 

concentración depende de diferentes factores: genéticos, geográficos, 

agronómicos, etc. Por otro lado, la metabolización de los compuestos 

polifenólicos depende de su estructura química, su interacción con la matriz 

alimentaria y la combinación de alimentos en la dieta (Aruoma 2003).  

Nutracéutico o Alimento Funcional es un alimento o componente que 

proporciona efectos beneficiosos sobre la salud siendo capaz de mejorar la 

salud porque ayuda a mantener el correcto funcionamiento fisiológico del 

organismo. 

La bioaccesibilidad se define como la capacidad de una sustancia de 

interaccionar y ser absorbida por un organismo. Se refiere principalmente a 

la interacción con el sistema digestivo. La biodisponibilidad se define como 

la cantidad de sustancia que se absorbe y que llega a la circulación sistémica 

(Aggett 2010). 

El estudio del perfil metabólico a diferentes niveles (intestino, sangre, orina) 

proporciona información sobre qué compuestos podrían ser los responsables 

de la posible actividad beneficiosa para el organismo. Dentro de la 

bioaccesibilidad y biodisponibilidad se integran los procesos de liberación, 

absorción, distribución, metabolismo y excreción que se definen a 

continuación: 

Liberación: separación de un compuesto de su matriz después de la 

administración. 
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Absorción: transporte o difusión de un compuesto desde la administración 

hasta el torrente sanguíneo.  

Distribución: difusión de un compuesto a los diferentes tejidos del 

organismo.  

Metabolismo: conversión o transformación química que sufre un compuesto 

en el organismo. Fase I, degradación de la molécula en entidades más 

pequeñas. Fase II, conjugación con otras moléculas para facilitar el 

transporte y la excreción. 

Excreción: eliminación de un compuesto y/o sus metabolitos del organismo. 

 

5.1. Absorción y metabolismo 

Tal como se ha comentado anteriormente, la biodisponibilidad de los 

polifenoles depende de su estructura química, la cual determina su absorción 

intestinal y metabolización (Manach et al. 2004). Otro de los factores a tener 

en cuenta es la complejidad y variabilidad de la matriz. Los polifenoles 

interactúan con otros compuestos de la matriz como por ejemplo las 

proteínas, que pueden modificar el proceso de absorción (D’Archivio et al. 

2010). Se han realizado pocos estudios sobre cómo influyen los 

componentes de los alimentos en la biodisponibilidad de los polifenoles 

(Donovan et al. 1999). 

Una vez ingeridos, la mayoría de los compuestos polifenólicos de bajo peso 

molecular, como pueden ser algunos ácidos fenólicos y polifenoles 

monoméricos y diméricos, se mantienen estables en condiciones ácidas 

resistiendo la hidrólisis ácida del estómago. Así llegan intactos al intestino 

delgado donde pueden ser absorbidos o parcialmente absorbidos, 

metabolizados y excretados rápidamente (Okushio et al. 1999; Kuhnle et al. 

2000; Donovan et al. 2001). Además una vez absorbidos y metabolizados en 
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el hígado pueden regresar al intestino vía bilis y alcanzar el colon (Monagas 

et al. 2010b) (Figura 5.1).  

 

 

Una vez que los compuestos polifenólicos pasan por el estómago donde 

comienza el proceso de absorción, alcanzan el intestino delgado donde 

empiezan los procesos de transformación enzimática. Estos se suelen dividir 

en procesos de metabolismo de Fase I y de Fase II. 

En el proceso de metabolismo de Fase I, los compuestos son sometidos a 

reacciones de reducción, oxidación e hidrólisis y pueden ser desconjugados y 

degradados a unidades más pequeñas. Los compuestos polifenólicos que no 

puedan ser absorbidos directamente en el intestino deben ser previamente 
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hidrolizados por enzimas intestinales o por la microbiota del colon. En el 

colon se produce la hidrólisis por acción de las bacterias presentes dando 

lugar a ácidos aromáticos. Estos compuestos pueden ser reabsorbidos 

prolongando la presencia de los compuestos fenólicos en el organismo 

(Bosscher et al. 2009). 

Las transformaciones de metabolismo de Fase II se dan principalmente en 

el hígado ya que su finalidad es modificar la polaridad de los compuestos 

para favorecer su excreción. Durante la absorción, los compuestos fenólicos 

son conjugados en el intestino e hígado mediante reacciones de metilación, 

glucuronidación, sulfatación, glutationación o sus combinaciones. Estos 

conjugados son transportados en plasma a los distintos tejidos y órganos, 

siendo excretados principalmente en orina y bilis. 

 

5.2. Metabolización de las proantocianidinas 

La absorción y metabolización de los compuestos polifenólicos está 

influenciada por factores tales como la solubilidad, la unión a azúcares o 

ácidos. El grado de polimerización de los compuestos polifenólicos también 

determina su absorción en el intestino. Los compuestos poliméricos, como 

las proantocianidinas, no son bioaccesibles como tales (Manach et al. 2004). 

Las proantocianidinas no se absorben en el intestino y llegan al colon donde 

son metabolizadas por la microbiota bacteriana (Déprez et al. 2000). Sin 

embargo, el establecimiento de la zona del sistema digestivo donde se 

realiza la absorción de las proantocianidinas poliméricas presenta cierta 

controversia (Donovan et al. 2002; Touriño et al. 2009). 

Pocos son los estudios de biodisponibilidad que se centran en las 

proantocianidinas. Estudios realizados in vitro sugieren que la absorción de 

las proantocianidinas es baja ya que no pueden ser absorbidas por los 

enterocitos que forman la pared intestinal. Durante el curso de la absorción, 

los compuestos polifenólicos monoméricos son conjugados en el intestino e 

hígado mediante reacciones de metilación, glucuronidación, sulfatación, o 
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sus combinaciones. A pesar de su baja absorción, las proantocianidinas 

podrían ejercer efectos fisiológicos en el tracto gastrointestinal a nivel local 

antes y después de su degradación a ácidos fenólicos por la acción 

bacteriana (Manach et al. 2004). 

Por otro lado,  el estudio de estos compuestos se ve dificultado por la  

escasez de patrones para evaluar su respuesta directa. Se han llevado a 

cabo diversos experimentos con proantocianidinas marcadas con isótopos 

radiactivos para demostrar la presencia de metabolitos procedentes de estos 

compuestos en orina, heces, plasma y diversos órganos (Perez-Maldonado et 

al. 1996). 

 

5.2.1. Despolimerización de proantocianidinas 

Estudios in vitro confirman que las procianidinas poliméricas incubadas en 

condiciones anóxicas con microbiota procedente de colon humano son 

completamente degradadas después de 48 h (Déprez et al. 2000). Parte de 

los polifenoles que llegan intactos al intestino grueso son fermentados por la 

microbiota intestinal y despolimerizados a metabolitos fenólicos de bajo peso 

molecular, proporcionando un medio antioxidante en el colon y pasando 

después los productos obtenidos a través de la vena porta hasta el hígado, 

donde son metabolizados (Santos-Buelga et al. 2000; Heim et al. 2002). 

Especialmente, los compuestos polifenólicos que están fuertemente unidos al 

material vegetal que no son absorbidos en el intestino pueden contribuir a la 

captación de mutágenos fecales y genotoxinas (Stone et al. 1997). Las 

proantocianidinas, resistentes a la degradación por enzimas intestinales, 

podrían proteger de un posible daño oxidativo durante la digestión 

(Hagerman et al. 1998; Bagchi et al. 2000). 
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5.2.2. Metabolización de proantocianidinas no extraíbles 

Además de los pocos estudios de biodisponibilidad realizados con 

proantocianidinas, los estudios que se han llevado a cabo de consumo de 

bebidas y alimentos de origen vegetal se han realizado haciendo una 

extracción previa de compuestos polifenólicos, donde se encuentran las 

proantocianidinas. Esto hace que los estudios estén incompletos ya que 

ignoran un elevado porcentaje de proantocianidinas que no son extraídas y 

no se han tenido en cuenta en los estudios de biodisponibilidad. Realmente 

no se sabe si estos compuestos están biodisponibles en el organismo ya que 

están fuertemente unidos a su matriz, por lo que es importante realizar estos 

estudios. 
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OBJETIVOS 

1. Objetivo general 

El objetivo general de esta tesis es contribuir al estudio de la composición 

polifenólica de productos naturales de origen vegetal con alto contenido en 

proantocianidinas, de su metabolización en el organismo y de su actividad 

antioxidante y antiviral. La novedad del estudio radica en: 

· La elección de productos con composición proantocianidínica 

heterogénea (canela) poco conocida (proantocianidinas no extraíbles 

de uva) o desconocida (extracto de Chamaecrista nictitans). 

· La aplicación y puesta a punto de técnicas de espectrometría de 

masas para la caracterización de proantocianidinas del alto peso 

molecular en los tres productos estudiados. 

· Relación entre la estructura de proantocianidinas y la actividad 

antivírica y antioxidante de éstas. 

 

Los productos a estudiar fueron: 

- Canela (Cinnamomum zeylanicum) en polvo como producto rico en 

proantocianidinas con actividad funcional sobre el metabolismo de la glucosa. 

- Fracción de proantocianidinas no extraíbles (non-extractable 

proanthocyanidins, NEPA) de fibra antioxidante dietética de uva (Grape 

antioxidant dietary fiber, GADF), subproducto de la industria vitivinícola, 

como producto parcialmente responsable de la actividad preventiva de GADF 

sobre cáncer de colon. 

- Extracto de Chamaecrista nictitans como producto seleccionado de la  

biodiversidad de Costa Rica por su actividad antiviral. 
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2. Objetivos específicos 

1.- Caracterización de la composición polifenólica de productos naturales de 

origen vegetal mediante espectrometría de masas. 

 - Desarrollo y puesta a punto de un método analítico para la 

determinación de proantocianidinas de alto grado de polimerización 

procedente de canela común (Cinnamomum zeylanicum) por MALDI-

TOF/TOF. 

2.- Estudio de la metabolización de proantocianidinas procedentes de fuentes 

naturales con distinta matriz. 

 - Metabolización de proantocianidinas de alto peso molecular en 

canela (Cinnamomum zeylanicum). 

 - Metabolización de proantocianidinas no extraíbles de fibra 

antioxidante dietética de uva (Vitis vinífera). 

3.- Establecimiento de la relación entre la estructura de proantocianidinas y 

compuestos relacionados y la actividad antivírica y antioxidante de un 

extracto vegetal de origen tropical. 

 - Elucidación de la composición polifenólica de Chamaecrista nictitans 

por LC-MS/MS (Q-TOF). 
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RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se engloban en cuatro 

publicaciones firmadas como primera autora en revistas del primer cuartil del 

Science Citation Index. 

Los resultados se presentan en tres bloques. 

1. Caracterización de la composición polifenólica de 

proantocianidinas de alto grado de polimerización procedente de 

canela por MALDI-TOF/TOF.  

Publicación 1. New identification of proanthocyanidins in 

cinnamon (Cinnamomum zeylanicum L.) using MALDI-TOF/TOF 

mass spectrometry. 

 

2. Estudio de la absorción/metabolización de proantocianidinas. 

 

2.1. Estudio de bioaccesibilidad y biodisponibilidad de 

proantocianidinas de canela. 

Publicación 2. Profile of urinary and fecal proanthocyanidin 

metabolites from common cinnamon (Cinnamomum zeylanicum L.) 

in rats. 

2.2. Estudio de bioaccesibilidad y biodisponibilidad de 

proantocianidinas no extraíbles de uva. 

Publicación 3. Non-extractable proanthocyanidins from grapes are 

a source of bioavailable (epi)catechin and derived metabolites in 

rats. 
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3. Estudio de la relación entre la estructura de proantocianidinas y 

su actividad antioxidante y antiviral. 

Publicación 4. Identification of polyphenols from the antiviral 

Chamaecrista nictitans (Fabaceae) extract using high resolution LC-

ESI-MS/MS. 
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Publicación 1. Identificación de proantocianidinas en canela 

(Cinnamomum zeylanicum L.) usando MALDI-TOF/TOF. 

 

 

 

RESUMEN 

La canela (Cinnamomum zeylanicum L.) es una de las especies más 

empleada en todo el mundo y ha sido utilizada en diversas culturas durante 

siglos. Tradicionalmente, la canela se ha empleado para uso culinario por su 

agradable olor y sabor y se ha aplicado para el tratamiento de distintas 

enfermedades en medicina tradicional (Gruenwald et al. 2010). El consumo 

de canela se ha asociado a propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, a 

la reducción de la formación de coágulos sanguíneos y a la disminución de 

colesterol. Así mismo, ayuda al tratamiento de la diabetes (tipo 2) mediante 

la reducción de los niveles de azúcar en sangre y otros parámetros 

relacionados con el síndrome metabólico (Jean-Jacques Dugoua 2007; 

Kirkham et al. 2009) asociándose, en muchos casos, estos efectos 

beneficiosos a las proantocianidinas (Jiao et al. 2013). 
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A pesar de las múltiples propiedades que se citan y los estudios realizados en 

la caracterización de esta especie, hay pocos datos disponibles sobre el 

contenido de oligómeros y polímeros de flavanoles en alimentos debido a la 

falta de una adecuada metodología analítica y de patrones comerciales. 

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de un método analítico 

para la identificación de proantocianidinas con un alto grado de 

polimerización. En concreto, se identifican las proantocianidinas presentes en 

el extracto de canela con la técnica de ionización por desorción mediante 

láser asistida por matriz (MALDI) acoplada a detección por tiempo de vuelo 

(TOF). Esta es la primera vez que se realizan estudios con MALDI-TOF/TOF 

para este tipo de compuestos. Se utilizó como patrón un extracto de uva 

ampliamente caracterizado y conocido por su alto contenido en 

proantocianidinas. 

Los resultados indican que la canela posee una alta heterogeneidad de 

polímeros de proantocianidinas de alto peso molecular con enlaces de tipo A, 

por lo que presentan una resistencia a la despolimerización mayor que las 

proantocianidinas de tipo B comunes en otras fuentes como la uva y la 

corteza de pino. Además, se han identificado ésteres de galatos en 

prodelfinidinas y procianidinas que no se habían descrito antes en canela. 

Este resultado es importante por cuanto los ésteres de galato se han 

relacionado con la actividad biológica en modelos de cáncer de colon 

(Lizárraga et al. 2007; Sánchez-Tena et al. 2013). 

MALDI-TOF/TOF permite una detallada elucidación de los compuestos y la 

capacidad de obtener información estructural a través de los patrones de 

fragmentación obtenidos en los experimentos de MS/MS. La técnica destaca 

por tener una alta sensibilidad por compuestos con alto grado de 

polimerización y galoización. 
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Publicación 2. Estudio del perfil de metabolitos de proantocianidinas 

procedentes de canela (Cinnamomum zeylanicum L.) en ratas. 

 

 

 

RESUMEN: 

Una vez identificados los compuestos principales de la canela (Cinnamomum 

zeylanicum) en el estudio anterior, se realizó un estudio de metabolización in 

vivo. Las propiedades biológicas que se atribuyen a la canela podría estar 

relacionada con sus compuestos fenólicos, mayoritariamente 

proantocianidinas poliméricas con enlaces de tipo A. En concreto, este tipo 

de proantocianidinas doblemente enlazadas podrían potenciar la acción de la 

insulina, siendo beneficiosas en el control de la intolerancia a la glucosa y en 

el tratamiento de la diabetes (Anderson et al. 2004). 

Existen pocos estudios sobre bioaccesibilidad y biodisponibilidad de 

proantocianidinas y éstos nos indican que estos compuestos poliméricos no 

se absorben o se absorben después de ser despolimerizados y degradados. 

Cabe esperar en consecuencia que las proantocianidinas con enlaces de tipo 
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A, al tener una unión más estable, sean menos biodisponibles en el 

organismo. 

El presente estudio analiza los metabolitos de proantocianidinas detectados 

en orina y heces después de administrar una dosis aguda de canela en polvo 

a un grupo de ratas. Se han identificado en total 36 metabolitos, incluyendo 

12 metabolitos de fase II derivados de (epi)catequina y 24 ácidos fenólicos 

con y sin conjugar, analizados por HPLC-ESI-MS/MS en modo de 

monitorización de reacciones múltiples (MRM) y barridos de pérdidas neutras 

(NL) e iones precursor (PI). Las heces contienen monómeros y dímeros de 

(epi)catequina intactos (sin conjugar). Esto indica que especies captadoras 

de radicales libres, potencialmente antioxidantes, están en contacto con las 

paredes del intestino durante horas después de la ingesta de canela en 

polvo. 

Este estudio muestra, por primera vez, de qué forma las proantocianidinas 

de canela son biodisponibles después de una transformación extensiva por la 

microbiota intestinal.  
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2.2. Estudio de bioaccesibilidad y biodisponibilidad de 

proantocianidinas no extraíbles de uva. 
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RESUMEN: 

La fibra dietética antioxidante de uva (GADF) es un subproducto del proceso 

industrial del prensado de la uva que se caracteriza por combinar las 

ventajas de la fibra con una alta concentración de proantocianidinas (Goñi et 

al. 2009). GADF puede tener un impacto importante sobre la salud al reducir 

significativamente la presión arterial y el colesterol en sangre (Pérez-Jiménez 

et al. 2008b) además de ejercer un efecto protector de la mucosa colónica 

(López-Oliva et al. 2010) y protegerlo del desarrollo de tumores (Lizarraga et 

al. 2011). En estudios anteriores en nuestro laboratorio, se identificaron los 

compuestos mayoritarios en orina y heces de rata tras la ingesta de GADF. 

Estos estudios demuestran que las proantocianidinas se van liberando 

durante el tránsito intestinal y que la GADF termina siendo extensamente 

metabolizada (Touriño et al. 2009; Touriño et al. 2011). 
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La fracción no extraíble de muchas frutas y verduras contiene compuestos 

polifenólicos bioactivos que, en la mayoría de los casos, no han sido bien 

caracterizadas estructuralmente. Las proantocianidinas no extraíbles (NEPA) 

de naturaleza polimérica son parte significativa de la fracción de fibra 

dietética de los alimentos y son ignoradas en los estudios de 

biodisponibilidad de compuestos polifenólicos ya que en la mayoría de 

estudios y bases de datos sólo se refieren a las proantocianidinas extraíbles. 

Al no existir información sobre la contribución de la fracción de 

proantocianidinas no extraíbles a la bioaccesibilidad de polifenoles de GADF, 

se planteó la purificación de NEPA y un estudio de su metabolización en 

ratas.  

La GADF ha sido ampliamente caracterizada tanto por su contenido de 

proantocianidinas extraíbles como no extraíbles por lo que la hace muy 

interesante para este estudio, ya que comparado con los anteriores sobre 

GADF total, muestra que las NEPA contribuye al conjunto de metabolitos de 

GADF biodisponibles. Además, el estudio proporciona una primera prueba, 

por espectrometría de masas, de la naturaleza estructural de las NEPA 

(polímeros de (epi)catequina). Hasta el momento solamente se había 

demostrado que las NEPA producía una coloración en el ensayo de 

degradación ácida.  

En este estudio de las proantocianidinas no extraíbles de uva se distingue 

entre el enfoque químico, corroborando la alta concentración de NEPA y el 

enfoque fisiológico, señalando que son una fuente de polifenoles de 

liberación gradual durante el tránsito intestinal. 
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3. Estudio de la relación entre la estructura de 

proantocianidinas y su actividad antioxidante y antiviral. 
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Publicación 4. Identificación de polifenoles procedentes de un 

extracto antiviral de Chamaecrista nictitans (Fabaceae) usando LC-

ESI-MS/MS. 

 

 

 

RESUMEN: 

El extracto de Chamaecrista nictitans ha sido seleccionado dentro de un 

programa de estudio sobre la biodiversidad en Costa Rica por su actividad 

contra el virus del herpes (HSV) (Herrero-Uribe et al. 2004). Anteriormente 

han sido atribuidas propiedades antivirales a extractos polifenólicos de 

plantas pero su relación estructura/actividad no ha sido claramente 

establecida (De Bruyne et al. 1999b).  

El objeto de este estudio es el análisis del extracto y las fracciones por 

cromatografía líquida acoplada con espectrometría de masas (Q-TOF) para la  

identificar los polifenoles presentes en esta planta, posibles causantes de su 

actividad biológica. El descubrimiento de nuevos agentes antivirales no 

tóxicos es de suma importancia para el tratamiento de infecciones víricas. 
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Los compuestos oligoméricos y poliméricos fueron los principales 

componentes encontrados.  Todas las estructuras oligoméricas y poliméricas 

se identificaron como mezclas de flavan-3-ol (proantocianidinas). A 

diferencia de otras mezclas de proantocianidinas homogéneas con respecto a 

las unidades constituyentes (p.e. epicatequina en uva y corteza de pino), el 

extracto de Chamaecrista nictitans contiene estructuras heterogéneas con 

fenoles monohidroxilados ((epi)catequina con (epi)afzelequina o 

(epi)guibourtinidol). 

En un principio se consideró que  el mecanismo biológico de acción de  los 

compuestos polifenólicos de Chamaecrista nictitans estaba relacionado con 

su capacidad para actuar como antioxidantes. Sin embargo, los resultados 

obtenidos sugieren que la actividad biológica que presentan puede ser 

también debida a su configuración estructural (posición de los grupos 

hidroxilos) y no sólo a la capacidad de estos compuestos de ceder 

electrones, ya que los compuestos mayoritarios del extracto son menos 

activos como captadores de radicales libres que otras proantocianidinas (p.e. 

de uva) que no presentan actividad antiviral. 

El presente trabajo sugiere una relación entre la estructura de 

proantocianidinas oligoméricas y su actividad antiviral. Las estructuras 

monofenólicas y los enlaces del tipo A podrían ser responsables de la 

actividad antiviral por inhibición de la transcripción tardía del ADN vírico. Una 

fracción rica en (epi)fisetinidol y (epi)afzelequina presenta potencial como 

agente preventivo contra el virus herpes simple. 
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Chamaecrista nictitans (L) extract posesses antiviral properties against herpes-simplex virus that may be attributed to 

its constituent phenolics. We have used high resolution LC-ESI-MS/MS to identify the phenolic components of the 

most potent fraction of the extract (FII). The fraction is a complex mixture of oligomeric proanthocyanidins with a 

high content of monophenol moieties ((epi)fisetinidol, (epi)afzelechin and (epi)guibourtinidol) and A-type linkages, 

uncommon in other proanthocyanidin rich phenolic extracts such as those from grape seeds or pine bark. The major 

component in the fraction is the trimer (epi)fisetinidol-(epi)fisetinidol-(epi)fisetinidol. As monophenolic structures 

and A-type linkages have been related to antiviral effects, particularly through the inhibition of late transcription, we 

suggest that FII from the C. nictitans extract exerts its action by a particularly effective combination of 

proanthocyanidins that include these two structural features. 
Keywords: LC-ESI-MS/MS, Chamaecrista nictitans, Polyphenols, Proanthocyanidins, Free radical scavenging activity, 

Antiviral activity 

 

INTRODUCTION 

Plants have always been the tradicional source of 

remedies for human disease.  Tropical regions with 

their combination of sun and m

reservoir of plant biodiversity and an immense source 

of possible new drugs or coadjuvants for the 

treatment of many conditions. The role of natural 

extracts as alternative actives complementary to 

existing drugs is of particular importance in the case 

of development of microorganism resistances. The 

discovery of new non-toxic antiviral agents is of the 

utmost importance for the treatment of viral 

infections with high mutation rate. Costa Rican 

biodiversity is a particularly interesting working area 

as 4% of the planet species are concentrated in a 

small area (0.03% of the total dry surface) and about 

25% of its area is protected by conservation policies.  

In a study going back more than a decade an array of 

plant extracts (mostly Euphorbiaceae, 

Fabaceae/Caesalpinaceae and Rubiaceae) were 

tested as inhibitors of herpes-simplex virus (HSV) 

replication. Among the chosen extracts the one from 

Chamaecrista nictitans (L) (Fabaceae/ 

Caesalpinaceae) was one of the most promising. The 

extract was tested against HSV-1 and HSV-2 viral 

strains and compared with the antiviral drug acyclovir 

(1, 2). C. nictans (L) extract (CNE) and acyclovir 

and it was determined that while acyclovir inhibits 

the secondary transcription of the virus, CNE 

inhibition was effective in two steps of HSV 

replication, namely adsorption and secondary 

transcription (2). 

CNE appears to be a complex mixture of phenolic 

compounds of oligomeric nature (2). Antiviral 

properties have been attributed before to plant 

polyphenolic extracts but no clear structure/activity 
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relationships have been established. The antiviral 

effect has been related to the free radical scavenging 

of polyhydroxylated species (3), to unkown actions of 

saccharide moieties (4) or to unspecific inhibition of 

the adsorption phase or of some protein-protein 

interactions by polymeric tannins (5). Because we 

have demonstrated that CNE not only inhibits the 

adsorption step but also the virus replication, the 

structural characterization of the extract appears to be 

of great importance for the design of efficient 

antiviral natural preparations.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 Reagents and materials. C. nictitans (L) 

was collected in different locations of Costa Rica. 

Plant material consisted of aerial parts, mostly 

separated from roots. The original specimen was 

identified by Prof. Luis Poveda, at the Herbarium of 

the National University of Costa Rica. Plant 

Vouchers are deposited at the National Institute of 

Biodiversity Herbarium INB0002844961-67, 

INB0003393900-03, INB0003385491-4 and 

INB0003833609-12. 

For the extraction and fractionation of polyphenols, 

the following reagents were used: methanol (ACS, 

99,8%), hexane (ACS, 99,8%) methylene chloride 

(ACS, 99,8%,) and ethyl acetate (ACS, 99,8%) from 

ARVI (Cartago, Costa Rica). For the free radical 

scavenging activity assays 1,1-diphenyl-2-picryl-

hydrazyl free radical (DPPH) (85%) from Sigma-

Aldrich Chemical (Steinheim, Germany) was used. 

The positive control for the antiviral assay was 

Acyclovir (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

For the characterization of polyphenols by HPLC-

MS/MS the following reagents were used: methanol 

(analytical grade) was purchased from Panreac 

(Castellar del Vallès, Spain), and acetonitrile (HPLC 

grade) and formic acid (analytical grade) from Merck 

(Darmstad, Germany). Standards of ellagic acid 

(>96%), fisetin (>98%), and apigenin (>95%) were 

from Sigma Aldrich. Luteolin (>99%) was from 

Extrasynthese (Genay, France). 

Water was purified by a Milli-Q plus system from 

Millipore (Bedford, MA, USA) to a resistivity of 18.2 

M  

Apparatus and experimental conditions. 

A QSTAR Elite hybrid quadrupole-TOF system 

(Applied Biosystem Sciex, Foster City, CA, USA) 

equipped with a turbo spray source and coupled on 

line to an Agilent series 1200 HPLC instrument 

(Agilent, Waldbronn, Germany) fitted with a binary 

pump, an UV detector, an autosampler and a column 

oven was used for HPLC-UV-ESI-MS/MS 

experiments. The separations were conducted on a 

Phenomenex Luna C18 (Torrance, CA, USA) 3.5 µm 

particle size column (50 x 2.1 mm i.d.) equipped with 

Phenomenex Securityguard C18 column (4x 3 mm 

i.d.).  The injection volume was 10 µL, the flow rate 

was 400 µL min , and the temperature 25 ºC. 

Gradient elution was carried out with a binary system 

consisting of [A] 0,1% aqueous formic acid and [B] 

0,1% formic acid in acetonitrile. An increasing linear 

gradient (v/v) of [B] was used, [t(min), %B]: 0, 8; 10, 

23; 15, 50; 20, 50; 30, 70; 31, 100 followed by a re-

equilibration step. Detection was  at 280 nm. The 

QSTAR system was calibrated in the negative ion 

mode with taurocholic acid ([  514.2844)  for 

a m/z  range from 100 to 900, and with PPG for a m/z 

range from 900 to 3000. Analyst QS 2.0 software 

from AB Sciex was used for data acquisition and 

processing. 

Standards were solubilized in methanol at a 

concentration of 1 mg mL , filtered through a 0.45 

µm syringe filter (Millex-LH Millipore, Bedford, 

MA, USA), and diluted to 1 mg L  prior to injection.  

For free radical scavenging activity assays a Cary 50 

UV-Vis Spectrophotometer (Varian, USA) was used. 

Extraction and fractionation. An assay-

guided fractionation strategy was used to concentrate 

the activity on active components (6). Crude extract 

(16.83 g) was dissolved in 90% aqueous methanol. 

The resulting hydroalcoholic solution was extracted 

with hexane (3 x 150 mL); the hexane fractions were 

combined and evaporated to dryness (6.14 g). The 

remaining methanolic aqueous solution was 

evaporated, diluted with water to 200 mL and 

extracted with methylene chloride (3 x 125 mL). The 

methylene chloride fractions were evaporated to 

dryness (3.36 g). In the same maner the remaining 

aqueous fractions were combined and evaporated 
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(6.41 g). A portion of the methylene chloride fraction 

(2.89 g) was submitted to vacuum liquid 

chromatography on a column (5 x 9 cm) filled with 

silica gel 60F (Merck). The column was washed with 

hexane and the extract fractionated by eluting 

stepwise with increasing amounts (10% each) of ethyl 

acetate in hexane up to 100% ethyl acetate. The final 

elution was done with an ethyl acetate/methanol 1:1 

mixture, followed by a washing step with 100% 

methanol. With this procedure, 35 fractions were 

obtained, which were pooled into 8 final fractions 

after TLC evaluation. Fraction number number 7, 

labeled as 3-31D (a positive fraction against HSV-1 

activity) was further sub-fractionated by reversed 

phase chromatography using the protocol described 

by Sun et al. (6) with minor modifications from 100 

mg of 3-31D. Briefly, a glass SPE cartridge filled 

with 2 grams of LiChroprep RP-18 (Merck) was 

preconditionioned with deionizated water, methanol 

and water at pH 7. Phenolic acids were eluted with 10 

mL of water. Then, oligomers were separated and 

concentrated by elution with with 25 mL of ethyl 

acetate (fractions F1 and F2) and finally with 10 mL 

of methanol (FIII). The combined oligomers fractions 

(F1 and F2) were re-eluted with 25 mL of methylene 

chloride to obtain FI (rich in monomeric species) and 

with 10 mL of methanol to obtain FII (rich in 

oligomeric species). These final fractions where 

tested for antiradical and antiviral activity. 

Antiradical activity. The capacity of the 

fractions to scavenge free radicals was measured by 

the DPPH method (7).  A 12 fresh 

methanolic solution was prepared and stored in the 

dark. Solutions of the fractions were prepared in 

methanol at several concentrations (from 0.5 to 18 

mg L-1). Then, 1 mL of the DPPH solution was added 

to 1 mL of each fraction solutions. DPPH is reduced 

in presence of antioxidant compounds, so after 30 

minutes the absorbance values (A) were measured at 

517 nm. DPPH blanks were also measured (A0). 

Results were plotted as degree of absorbance 

disappearance at 517 nm ((1-A/A0)x100) against the 

concentration of sample divided by the initial DPPH 

concentracion. From these plots, the ED50 value, 

which corresponds to the concentration of antioxidant 

required to decrease the initial free radical activity by 

50%, and the antiradical power (ARP), defined as the 

inverse of ED50 multiplied by 1000 were calculated.  

These assays were carried out in triplicate. 

Antiviral activity. Toxicity: the cytotoxicity 

was determined using the protocol described in 

Herrero et al. (2). The solid sample dissolved in 20%  

DMSO phosphate buffer solution (PBS) (1 mg mL ). 

Two fold dilutions were performed in minimal 

essential medium (MEM) suplemented with 2% fetal 

calf serum, sodium bicarbonate and 

penicillin/streptomycin. Confluent Vero cell 

monolayers (ATCC-CCL-81) were overlayed with 

the different dilutions of the extract and were 

incubated at 37 °C with 5% CO2 for three days. 

Toxicity was determined by observation of the 

morphology of the cells in comparison with the cell 

control without the extract. After three days of 

incubation, neutral red was added for confirmation of 

cell viability. The maximum concentration at which 

no cytotoxicity was observed, was used as the starting 

concentration for the antiviral activity determination. 

HSV-inhibition test: the antiviral determination was 

conducted using the protocol described in Herrero et 

al. (2). The F strain of herpes simplex virus (ATCC-

VR-733) was used at 100 ID50% and viral dilutions 

were performed using PBS as diluent. Vero cell 

monolayers in 96 well microplates were inoculated 

with 100 mL of the virus and were adsorbed at 37 °C. 

After one hour, the inocula were removed and the 

monolayers were overlayed with the extract diluted to 

1/50 in the maintenance medium and were incubated 

at 37 °C with 5% CO2 for three days. Inhibition of the 

typical herpes simplex cytopathic effect (CPE) was 

recorded as the inhibitory effect of the extract, 

fraction or pure compound at the assayed 

concentrations. The inhibitory potency was tested 

performing two fold dilutions starting at the 

maximum non-toxic concentration. Samples were 

tested in triplicate. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

As the antiviral activity of Chamaecrista nictitans 

crude extract and fractions is believed to be related to 

its polyphenols (2) we monitored the free radical 
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scavenging activity of the fractions as well as the 

antiviral activity.  

Free radical scavenging activity . The 

fractionation of C. nictitans (L) crude extract 

provided four fractions, in which polyphenols were 

separated according to their size and polarity, i.e., 

small phenolic acids in the aqueous fraction (FAQ), 

monomeric (FI), oligomeric species (FII), and 

polymeric species (FIII). The free radical scavenging 

activity of the different polyphenolic fractions was 

tested with DPPH (Table 1). Fraction II was clearly 

the most active, whereas FIII showed an antiradical 

scavenging activity similar to one of the crude 

extract.  

 

Table 1: Free radical scavenging activity of the 

different fractions expressed as ED50 and ARP. 

Fractions ED50
* ARP 

Crude phenolic extract 112.1 8.9 

FII 78.60 12.7 

FIII 115.6 8.7 

* ED50 in microgram fraction or control/ micromoles 

DPPH 

 

Antiviral activity. FII exerted 72 h 

protection to the cells at a concentration of 68.7 

µg/mL.  Acyclovir was used as the positive control 

and the lowest cell protecting concentration was 21,9 

µg/mL. 

As fraction FII was the most active in both assays we 

analyzed the composition of this fraction by LC-ESI-

MS/MS in an attempt to establish structure-activity 

relationships. 

Identification of polyphenolic species. 

Structural elucidation of the main compounds in FII 

was performed through high resolution LC-UV-ESI-

MS/MS analysis. The use of a high resolution tandem 

mass spectrometer provided not only the 

fragmentation patterns of the different compounds, 

but also their accurate mass. This information was 

then used for the identification of the main phenolic 

components in FII (Tables 2 and 3). Table 2 reports 

mainly monomeric, dimeric and trimeric structures, 

whereas Table 3 summarizes the proanthocyanidin 

polymeric profile. 

Two flavone aglycones (luteolin and apigenin) and 

one flavonol (fisetin) were identified in the fraction. 

Luteolin, with a molecular ion ([M

showed characteristic fragments at m/z 151 and m/z 

133, originated by cleavage of the C-ring through a 

retro-Diels-Alder (RDA) reaction (8-10). Other 

fragments at m/z 175, 199, and 217 were attributed to 

the losses of -C3O2-C2H2O, -C2H2O-CO2, and -C3O2, 

respectively (11).  Apigenin (m/z 269) also showed 

the typical fragments of the RDA reaction at m/z 151 

and 117, and the fragment at m/z 183, which 

corresponds to losses of -CO-CO-C2H2O (8, 9). 

Fisetin, also with [

distinguished from luteolin through the retention 

time, since in addition to their fragmentation pattern 

and accurate mass, these aglycones were confirmed 

by the use of standards. Fisetin gave fragments 

originated by the RDA reaction and by heterolytic 

ring fision (m/z 149 and 185), and other fragments 

caused by several losses of CO and H2O molecules 

(m/z 239 and 229). Several flavonoid derivatives 

(with pentose or hexose moieties attached to the 

aglycone) were also identified in the fraction. These 

compounds showed less fragmentation, being the loss 

of the sugar moiety the main fragment in the product 

ion scan spectra. Luteolin hexoside (m/z 447) had a 

neutral loss of a glucose or galactose fragment (162 

Da), and luteolin dihexoside (m/z 609) yielded two 

fragments that could be easily attributed to two 

consecutive losses of hexoside residues (m/z 447 and 

285).  In the same way, quercetin hexoside as well as 

quercetin pentoside were identified. These two 

compounds gave extra fragments at m/z 300, which 

corresponded to the aglycone radical ion, commonly 

observed in the fragmentation of some flavonols (9), 

and another fragment at 271 Da, which corresponded 

to the loss of CH2O. Finally, apigenin hexoside could 

also be identified through the aglycone fragment and 

the accurate mass measurement.  

Ellagic acid and ellagic acid pentoside were also 

constituents of F II. Ellagic acid (m/z 301) was 

confirmed through a standard, and gave several 

typical fragments at 283 (loss of water), m/z 271 (loss 
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of a carboxylic acid moiety), and m/z 229 (loss of 

CO) (12). The pentoside derivative gave as main 

fragment ellagic acid, through the loss of a neutral 

fragment of 146 Da. Cassiaoccidentalin B, a 

compound usually found in Cassia family plant 

extracts, was also identified in the fraction. The 

identity of the compound was confirmed by accurate 

mass measurements, as well as characteristic 

fragments in the product ion scan spectra at m/z 557 

(loss of water), 429 (loss of the rhamnose moiety), 

411 (loss of rhamnose and water) and 285 (loss of the 

whole sugar moiety).  

 

 

Figure 1. Main monomeric structures found in the 

extract of Chamaecrista nictitans (L). 

 

Oligomeric proanthocyanidins were the most 

abundant polyphenolic components in the fraction. 

All the oligomeric and polymeric structures were 

identified as mixtures of flavan-3-ols. Figure 1 shows 

the basic monomeric structures found in the extract. 

Although in some cases fragmentation allows to 

locate each monomeric unit within the oligomer, in 

most instances this was not possible. Moreover MS 

alone does not provide information about epimers 

(e.g. catechin and epicatechin). Peaks with identical 

spectra at different retention times observed along the 

study revealed the presence of stereoisomers. 

Dimeric structures (compounds 12-15, Table 2) were 

identified through the characteristic fragmentation 

pattern of proanthocyanidins (13-15) and also 

through the confirmation of the molecular formula 

with the accurate mass measurement. Figure 2 shows 

as an example the typical fragmentation pattern for a 

dimeric proanthocyanidin composed of 

(epi)fisetinidol and (epi)catechin, together with the 

MS/MS spectra of the compound. The position of the 

hydroxyl moieties was revealed by the fragmentation 

of the oligomeric structures and allowed the 

identification of the monomeric species. For example, 

RDA losses of 152 Da from the molecular ion were 

attributed to (epi)fisetinidol and (epi)catechin 

extension units because these compounds have two 

hydroxyl groups in the B ring, whereas losses of 136 

Da were attributed to (epi)afzelechin or 

(epi)guibourtinidol, which have only one hydroxyl 

group in the B ring. In the same way, a heterocyclic 

ring fision (HRF) with a loss of 110 Da indicated the 

presence of (epi)fisetinidol or (epi)guibourtinidol, 

since these compounds have only one hydroxyl group 

in the A ring, whereas a loss of 126 Da indicated 

(epi)afzelechin or (epi)catechin in the structure. In 

addition, the quinone methide (QM) fragmentation 

(interflavanic bond cleavage) provided the molecular 

ion of the monomeric units. A-type dimeric 

proanthocyanidins gave mass spectra very similar to 

the B-type ones, with the molecular ion and some of 

the fragments  two mass units lower towing to the 

presence of an extra interflavanic C-C linkage. This 

extra bond  sometimes hampers RDA fragmentation 

(14), which is not always observed.  

Several trimeric structures were also identified in the 

fraction (compounds 16-22, Table 2). All of them 

were different combinations of (epi)guibourtinidol, 

(epi)afzelechin, (epi)fisetinidol, and (epi)catechin 

monomeric units, linked either by B-type or A-type 

bonds. The monomeric sequence and the position of 

the A-type bonds were elucidated through the 

fragment ions shown by the product ion spectra (16), 

since the compounds follow the same elucidation 

pattern as dimeric structures. As an example, Figure 3 

shows the fragmentation scheme and the product ion 

spectra of compound 18, which is the most abundant 

polyphenolic compound in the fraction. The fragment 

at m/z 707 is caused by the HRF of the upper 

(epi)fisetinidol unit (loss of 110 Da), and the 

fragment at m/z 665 is the result of RDA on the 

(epi)fisetinidol (-152 Da) unit. The HRF of an 

(epi)fisetinidol unit directly from the molecular ion. 

The QM reaction gives as a result the fragment at m/z 

545. This ion can be further fragmented, to obtain a 
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new fragment at m/z 435, result of an HRF of the 

(epi)fisetinidol unit. RDA reactions of the fragment at 

m/z 545 were also observed, and m/z 393 (RDA on 

the (epi)fisetinidol unit). The further fragmentation of

 

Table 2:  Polyphenolic compounds identified in FII of Chamaecrista nictitans (L) by LC-UV-ESI-QTOF analysis. 

Id. 

Nº 
Compound  Product Ions Acc. Mass 

Error 

(ppm) 
MF 

1 Luteolin * 285 217, 199, 175, 151, 133, 107 285,0401 -3,02 C15H10O6 

2 Luteolin hexoside 447 285 447,0936 -1,09 C21H20O11 

3 Luteolin dihexoside 609 447, 285 609,1250 0,36 C27H30O16 

4 Ellagic acid * 301 283, 257, 229, 173 300,9979 -2,93 C14H6O8 

5 Ellagic acid pentoside 433 301 433,0408 -1,73 C19H14O12 

6 Quercetin hexoside 463 301, 300, 271, 179 463,0882 -3,46 C21H20O12 

7 Quercetin pentoside 433 301, 300, 271 433,0412 0,12 C20H18O11 

8 Apigenin * 269 225, 183, 159, 151, 149, 117, 107 
269,0456 

 

0,2 

 

C15H10O5 

9 Apigenin hexoside 431 269 431,0983 -2,95 C21H20O10 

10 Fisetin * 285 239, 229, 162, 149, 135, 121 285,0387 -1,62 C15H10O6 

11 Cassiaoccidentalin B 575 557, 531, 429, 411, 285 575,1377 0,4 C27H28O14 

12 (Epi)gui-(epi)afz 529 393, 273, 257, 255, 137 529,149 -2,66 C30H26O9 

13 (Epi)fis-(epi)afz 545 435, 409, 393, 273, 271, 137 545,1421 -4,26 C30H26O10 

14 (Epi)fis-A-(epi)cat 559 449, 289, 287, 273, 271, 161 559,1229 -3,19 C30H24O11 

15 (Epi)fis-(epi)cat 561 451, 409, 391, 289, 271, 245, 161,137 
561,1385 

 

-2,91 

 

C30H26O11 

 

16 
(Epi)fis-(epi)fis-

(epi)gui 
801 

691, 665, 649, 545, 409, 393, 273, 

161 
801,2202 2,4 

C45H38O14 

 

17 
(Epi)fis-(epi)fis-A-

(epi)fis 
815 

705, 663, 545, 543, 527, 433, 419, 

407, 273, 271, 161 
  C45H36O15 

18 (Epi)fis-(epi)fis-(epi)fis 817 
707, 665, 545, 435, 409, 393, 271, 

161 
  

C45H38O15 

 

19 
(Epi)fis-(epi)cat-A-

(epi)fis 
831 

721, 679, 561, 559, 435, 407, 287, 

271, 161 
  

C45H36O16 

 

20 
(Epi)afz-A-(epi)fis-A-

(epi)cat ** 

831 695, 679, 543, 433, 271   
C45H36O16 

 

21 
(Epi)cat-A-(epi)afz-

(epi)afz ** 

831 695, 679, 559, 423, 271   
C45H36O16 

 

22 (Epi)fis-(epi)cat-(epi)fis 833 723, 681, 561, 451, 409, 289, 271   
C45H38O16 

 

* Identity confirmed through standards. 

** Tentatively assigned 
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the molecule into two monomeric units is possible, 

giving fragments at m/z 273 (not observed) and m/z 

271. 

Many other oligomeric species were detected through 

the direct infusion of FII into the mass spectrometer. 

Figure 4A shows the MS spectra in the mass

 

Table 3:  Combinations of monomeric units (G: (epi)guibourtinidol; F: (epi)fisetinidol; A: (epi)afzelechin; C: 

(epi)catechin) that match the molecular mass of the oligomers (only B-type bonds) found in FII of Chamaecrista 

nictitans (L). 

n = 4  n = 5  n = 6 

- G F/A C  - G F/A C  - G F/A C 

1025 4 0 0  1281 5 0 0  1537 6 0 0 

1041 3 1 0  1297 4 1 0  1553 5 1 0 

1057 3 0 1  1313 4 0 1  1569 5 0 1 

 2 2 0   3 2 0   4 2 0 

1073 2 1 1  1329 3 1 1  1585 4 1 1 

 1 3 0   2 3 0   3 3 0 

1089 2 0 2  1345 3 0 2  1601 4 0 2 

 1 2 1   2 2 1   3 2 1 

 0 4 0   1 4 0   2 4 0 

1105 1 1 2  1361 2 1 2  1617 3 1 2 

 0 3 1   1 3 1   2 3 1 

1121 1 0 3   0 5 0   1 5 0 

 0 2 2  1377 2 0 3  1633 3 0 3 

1137 0 1 3   1 2 2   2 2 2 

1153 0 0 4   0 4 1   1 4 1 

     1393 1 1 3   0 6 0 

      0 3 2  1649 2 1 3 

     1409 1 0 4   1 3 2 

      0 2 3   0 5 1 

     1425 0 1 4  1665 2 0 4 

     1441 0 0 5   1 2 3 

           0 4 2 

          1681 1 1 4 

           0 3 3 

          1697 1 0 5 

           0 2 4 

          1713 0 1 5 

          1729 0 0 6 

 

 

range 900-2000 Da, where three different regions, 

corresponding to tetramers, pentamers and hexamers, 

respectively can be clearly distinguished. When each 

of these regions is analyzed individually (see figure 

4B, tetramers, and figure 4C, pentamers, as 

examples), it can be observed that they include series 
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of peaks differing in 16 Da (one oxygen atom). The 

molecular weights of the ions corresponding to these 

peaks match different combinations of 

(epi)guibourtinidol, (epi)fisetinidol, (epi)afzelechin, 

and (epi)catechin. In addition, in all cases an 

increased intensity is also observed for the peaks 

presence of oligomers with one A-type bond.  

Combinations of these four monomeric species can 

lead to several oligomers with the same molecular 

mass. Although the fragmentation pattern of the 

MS/MS spectra of these peaks corroborates the 

presence of the four monomeric units, the 

information provided is insufficient to attempt any 

accurate assignment as in many occasions the 

intensity of the signal was too low. This fact, 

 

 
Figure 2: Fragmentation pattern and MS/MS spectra of the dimeric compound (epi)fisetinidol-(epi)catechin 

(compound 15, m/z 561). 

 

together with the absence of standards, makes it very 

difficult to elucidate the composition and sequence of 

each of the oligomers, and also the location of the A-

bonds. In a few occasions only one combination is 

possible, as for example the peaks with molecular 

mass of 1025 Da and 1153 Da, which can be only 

obtained by the combination of four 

(epi)guibourtinidol or four (epi)catechin units 
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respectively. Table 3 provides a list of the possible 

combinations of monomeric units that match the 

molecular masses found in the spectra of FII. 

 

 

Figure 3: Fragmentation pattern and MS/MS spectra of the trimeric compound (epi)fisetinidol-(epi)fisetinidol-

(epi)fisetinidol (compound 18, m/z 817). 
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Structure-activity relationships. In contrast with the 

proanthocyanidins from commercially available 

sources such as grape seeds and pine bark that are 

basically (epi)catechin polymers (17-19) C. nictitans 

(L) oligomers are highly heterogeneous, composed of 

combinations of monomers ((epi)guibourtinidol, 

(epi)fisetinidol, (epi)afzelechin, and (epi)catechin). 

The major compound within the most active fraction 

(FII) is a trimer: (epi)fisetinidol-(epi)fisetinidol-(epi) 

fisetinidol. It should be noted that this structure, as 

well as many other oligomers in the fraction presents 

an unusual number of monophenols; some of them 

((epi)afzelechin, (epi)guibourtinidol) are not even 

efficient radical scavengers. The herpes reported 

effect of an epiafzelechin dimer that inhibits simplex 

virus type 2 replication (20) is fully consistent with 

the multilevel action of our C. nictitans (L) extract: 

the prevention of virus attachment to the cell wall and 

the inhibition of late transcription of the virus DNA 

(3). The anti-attachment action might be attributed

 

Figure 4: MS spectra obtained through direct infusions of FII. General polymeric profile (A), polymeric profile for 

tetramers (B), and polymeric profile for pentamers (C). 
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to structural features common with other phenolics 

such as epicatechin and epicatechin-gallate as 

suggested (20)  while the monophenols may be more 

efficient at inhibiting the late transcription. Protease 

inhibitory activity might be responsible for this late 

arrest in viral replication as suggested by the effect of 

fisetin, a monohydroxyflavonol structurally similar to 

fisetinidol on enterovirus replication (21). Another 

differential feature of C. nictitans proanthocyanidins 

is the presence of A-type oligomers. The A-type 

linkage have been shown to be systemically  

bioaccessible after ingestion (22) and has been also 

related to the antiviral activity of proanthocyanidin 

oligomers (23). 

In summary, Chamaecrista nictitans extracts contain 

proanthocyanidins with two structural features, 

namely monophenols and A-type linkages that may 

be responsible for their antiviral activity. Particularly, 

a fraction rich in (epi)fisetinidol and (epi)afzelechin 

oligomers shows potential as preventive agent against 

herpes simplex virus. 
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DISCUSIÓN 

La caracterización de la diversidad estructural de proantocianidinas en los 

alimentos es necesaria para determinar mejor los efectos de estos polímeros 

sobre la nutrición y la salud. Hoy en día, existen numerosas bases de datos 

donde se puede consultar la composición y contenido de los principales 

alimentos. No obstante, es necesario realizar un desarrollo más completo de 

estas herramientas para obtener unos datos más precisos sobre la ingesta de 

antioxidantes. La validación y optimización de métodos de análisis para la 

determinación de componentes bioactivos en productos de origen vegetal es 

fundamental para conocer su actividad. Los estudios realizados, tanto en 

animales como en humanos, utilizando productos ricos en proantocianidinas, 

han indicado que desempeñan una función preventiva asociada con una 

disminución del riesgo de padecer ciertas enfermedades cardiovasculares y 

diabetes (Santos-Buelga et al. 2000; Zern et al. 2005; Serrano et al. 2009; 

Bladé et al. 2010; Montagut et al. 2010a). Del mismo modo, se ha mostrado 

una asociación inversa entre la ingesta de proantocianidinas y el riesgo de 

padecer cáncer colorrectal (Rossi M et al. 2010). El cáncer colorrectal es una 

de las causas más comunes de muerte por cáncer en el mundo occidental 

(Dimitrios 2006) y parece particularmente probable que las dietas ricas en 

frutas y verduras puedan reducir el riesgo de la desarrollar la enfermedad 

(Terry et al. 2001). Otros estudios aseguran que las proantocianidinas con 

enlaces de tipo A están asociados con la prevención de infecciones del tracto 

urinario (Foo et al. 2000a; Foo et al. 2000b; Howell et al. 2005). No 

obstante, a pesar del alto contenido de proantocianidinas presente en 

alimentos, son pocas las investigaciones que han establecido como las 

proantocianidinas de alto peso molecular y particularmente las que contienen 

enlaces de tipo A, pueden prevenir a través de la dieta el desarrollo de 

ciertas enfermedades. 

Proantocianidinas en la canela, aplicación de la técnica MALDI-

TOF/TOF. 

Las proantocianidinas están presentes en alimentos como la canela y la uva. 

Se cree que parte de las propiedades beneficiosas de las plantas proceden de 
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las proantocianidinas oligoméricas y poliméricas. En concreto, la canela, 

ampliamente consumida en numerosos países y culturas, es una importante 

fuente de proantocianidinas de alto peso molecular. Contiene más de 8% en 

peso de proantocianidinas totales, mientras que el contenido de monómeros 

es sólo de 0,024% (Gu et al. 2004).  

Sin embargo, en los resultados obtenidos en los estudios de caracterización 

de proantocianidinas de canela usando LC-ESI-MS apenas se encuentran 

proantocianidinas de alto peso molecular y éstas sólo son detectadas por 

iones con doble carga. Esto despierta el interés en realizar un estudio de 

caracterización más pormenorizado, utilizando otras técnicas que permitan 

realizar un estudio de su composición. Este trabajo (Publicación 1, 

(Mateos-Martín et al. 2012a)) es el primer estudio presentado de 

proantocianidinas de canela determinadas por MALDI-TOF/TOF. 

MALDI-TOF/TOF MS es una de las herramientas más recientes para el 

estudio de la estructura y composición de polímeros (Pasch et al. 2001). En 

primer lugar se realizó la puesta a punto y validación de un método por 

MALDI-TOF/TOF para la determinación de proantocianidinas en muestras 

vegetales y estudiar la composición de proantocianidinas en canela. Para 

confirmar la identidad de los compuestos se realizó un estudio MS/MS de las 

señales con mayor intensidad. Esta metodología requirió un estudio de 

diferentes matrices, agentes cationizantes, disolventes, técnicas de 

preparación de muestra y optimización de los parámetros instrumentales 

para aumentar la eficacia de la ionización. Para la validación del estudio se 

utilizó como patrón un extracto de uva con un contenido en 

proantocianidinas conocido.  

El estudio por MALDI-TOF/TOF ha permitido identificar polímeros de 

proantocianidinas con un alto grado de polimerización. Éstos se han 

clasificado como procianidinas y prodelfinidinas, con y sin grupos galatos, y 

propelargonidinas.  

Una práctica habitual en MALDI para favorecer la ionización es emplear la 

adición de algún tipo de sal. En nuestro caso, se utilizó cloruro de sodio 
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como agente cationizante, aunque durante la preparación de las muestras 

puede haber una cierta contaminación con iones sodio y potasio. Si se 

encuentran presentes estos dos iones, se producirán señales de 

proantocianidinas correspondientes a los iones aductos de éstos que 

presentan una diferencia de masa atómica de 16 uma, la misma diferencia 

que una sustitución de un grupo hidroxilo. Una de las principales dudas en el 

proceso de elucidación estructural fue conocer con certeza si la diferencia de 

16 uma entre procianidinas y prodelfinidinas se debía realmente a un grupo 

hidroxilo o si ésta podía deberse a la formación de aductos de un mismo 

compuesto con los iones sodio y potasio. Para corroborar la presencia de 

especies que difieren en el número de grupos hidroxilo se añadió 

trifluoroacetato de cesio como agente cationizante. El cesio da como 

resultado la presencia exclusiva de iones moleculares Cs+, por lo que se 

utilizó éste para confirmar que las diferencias de 16 uma correspondían a un 

grupo hidroxilo y no a las diferencias de masa entre iones Na+ y K+. Por lo 

tanto, se registraron las masas correspondientes a los compuestos de interés 

coordinados con iones de sodio, mostrando la masa del compuesto más 23 

Da, e iones de cesio, mostrando la masa del compuesto más 133 Da. Aunque 

el cesio fue imprescindible para descartar posibles contaminaciones de 

potasio, los aductos de iones de sodio mostraron mejor resolución.  

Las estructuras de todas las especies de alto grado de polimerización 

determinadas en canela contienen al menos un enlace de tipo A. La 

presencia de estos enlaces puede ser fácilmente observada en el espectro de 

masas porque las señales se desplazan dos unidades de masa cuando son 

comparadas con las señales de proantocianidinas de tipo B, obtenidas para el 

extracto de uva. Esta diferencia corresponde a los dos átomos de hidrógeno 

que se pierden en la formación del doble enlace interflavánico. Las únicas 

estructuras presentes con enlaces de tipo B fueron las diméricas. 

Las procianidinas y propelargonidinas de menor grado de polimerización se 

han detectado anteriormente en extractos de canela (Lazarus et al. 1999; Gu 

et al. 2003a). El uso de MALDI-TOF/TOF permitió detectar la presencia de 

prodelfinidinas y proantocianidinas con ésteres de galatos, los cuales nunca 

se habían identificado antes en extractos de canela. Esto puede ser 
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particularmente interesante y de gran importancia biológica, ya que las 

unidades de pirogalol de (epi)galocatequinas, que son encontrados por 

ejemplo en el té, y las proantocianidinas galoizadas son más reactivos que 

los grupos catecol de (epi)catequinas (Lizárraga et al. 2007).  

En muchos casos, la caracterización de muestras poliméricas por LC-MS se 

realiza por inyección directa al espectrómetro de masas ya que los polímeros 

de proantocianidinas son difíciles de separar por cromatografía líquida en 

fase inversa. El carácter anfifílico de las proantocianidinas aumenta con el 

grado de polimerización y la separación es aún más difícil cuando se 

encuentran presentes grupos galatos (Monagas et al. 2010a). Por esta razón 

la ionización por MALDI juega un papel fundamental, ya que en ésta se 

produce sólo un ión molecular cargado individualmente para cada molécula 

parental y permite la detección de la masa con precisión. La naturaleza no 

destructiva de la ionización por MALDI hace que sea una técnica atractiva 

para la investigación de mezclas complejas poliméricas (Krueger et al. 

2000); al encontrarse el polímero protegido con una matriz orgánica que 

absorbe la mayor parte de la elevada energía implicada en la ionización, se 

evita la descomposición del mismo. Además, la ionización por MALDI es 

menos sensible a la presencia de sales y otros contaminantes en el medio 

que la ionización por ESI. Las proantocianidinas parecen ionizar mejor en el 

modo positivo con la presencia de una sal. La adición de sal a la muestra no 

es una práctica común en la ionización por electrospray ya que la adición de 

una sal no volátil obstruiría rápidamente el capilar a la entrada del 

analizador. Sin embargo es una práctica común en MALDI que mejora los 

resultados (Hammerstone et al. 1999). 

El inconveniente principal de esta técnica es que, debido a que el 

espectrómetro no está acoplado a un sistema de separación, los espectros se 

obtienen para toda la muestra sin ninguna separación previa de los 

componentes de ésta, por lo que los compuestos con la misma masa 

aparecen juntos en el espectro. La opción de poder realizar experimentos 

MS/MS es crucial para identificar los diferentes compuestos, siempre que las 

señales de los iones moleculares tengan una intensidad suficiente como para 

una correcta elucidación.  
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El espectro de masas completo obtenido para el extracto de uva fue muy 

similar al de canela, con la principal diferencia de que las proantocianidinas 

de uva contienen principalmente enlaces de tipo B, tal como se describe en 

la literatura (Yang et al. 2000). Los experimentos de MS/MS confirmaron la 

presencia de estas estructuras a partir de la fragmentación característica 

para este tipo de compuestos.  

 Para los experimentos de MS/MS se utilizó el modo CID (disociación 

inducida por colisión) que resultó ser indispensable para la fragmentación de 

estos compuestos, no observando fragmentación en modo LID (disociación 

inducida por laser). Los principales fragmentos que se generan durante los 

experimentos de MS/MS son resultados de reacciones de retro Diels-Alder 

(RDA), fisión del anillo heterocíclico, escisión de unidades monoméricas, y 

fragmentos correspondientes a pérdidas de agua. Los fragmentos 

observados están de acuerdo con los patrones de fragmentación típica ya 

descritos en la literatura para los compuestos polifenólicos.  

Los resultados obtenidos demuestran que la técnica MALDI nos permite 

obtener un perfil de proantocianidinas en extractos vegetales de forma 

rápida, con menor cantidad de muestra y con mayor fiabilidad que con LC-

ESI-MS. Además, MALDI-TOF/TOF el modo CID permite una elucidación 

precisa y altamente sensible de compuestos a través de sus espectros 

MS/MS. Por lo tanto, MALDI-TOF/TOF en el modo de CID es una técnica muy 

útil para el análisis estructural de polímeros de proantocianidinas de 

muestras con un alto grado de heterogeneidad y proporciona una resolución 

superior que otros métodos espectrómetros de masas. Este estudio con 

canela por MALDI-TOF/TOF está de acuerdo con otros autores que 

demuestran que la diversidad estructural de proantocianidinas en diversas 

fuentes naturales es mucho mayor que la que previamente se había descrito 

por LC-ESI-MS (Krueger et al. 2002; Es-Safi et al. 2006; Li et al. 2010). 

Además en la mayoría de estos estudios no sólo se identifican 

proantocianidinas con mayor grado de polimerización,  sino también con 

mayor grado de galoización. Nuestro estudio muestra que la canela contiene 

estructuras nunca antes descritas para esta fuente y una mezcla muy 

heterogénea de procianidinas, prodelfinidinas y propelargonidinas, que 
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incluye ésteres de galato, compuestos identificados por primera vez en 

canela. Los galatos y el grupo pirogalol de las prodelfinidinas están 

relacionados con la actividad biológica de los polifenoles de uva y té. Así 

pues, la presencia de estas subestructuras puede explicar algunas de las 

propiedades de los extractos de canela. 

Metabolización de las proantocianidinas de canela. 

Una vez realizado el estudio exhaustivo de las proantocianidinas presentes 

en la canela de Ceylán (Cinnamomum zeylanicum L.) el siguiente objetivo 

para avanzar en el conocimiento de los posibles efectos de estas 

proantocianidinas fue obtener el perfil metabólico en detalle, es decir, 

estudiar las diferentes transformaciones y degradaciones que pueden sufrir 

una vez ingeridas (Publicación 2, (Mateos-Martín et al. 2012c)).  

Son muy pocos los estudios de biodisponibilidad realizados con 

proantocianidinas poliméricas. El interés del estudio radica en que las 

proantocianidinas poliméricas no son directamente biodisponibles (Donovan 

et al. 2002). La mayoría de los trabajos publicados hasta la fecha se han 

dirigido principalmente a la biodisponibilidad de dímeros o trímeros, mientras 

que la mayoría de los polifenoles presentes en la dieta están de forma 

polimérica (Neveu et al. 2010). Los flavanoles monoméricos y algunos 

diméricos, una vez ingeridos, se absorben en el intestino delgado y su 

metabolitos son conjugados en el hígado, los cuales a continuación pasan a 

la corriente sanguínea y son posteriormente excretados en la orina, o 

regresan a través de la bilis al intestino delgado. En un estudio reciente en el 

que se administró a ratas un dímero de procianidina marcada con 14C, la 

biodisponibilidad determinada fue de alrededor del 80%, basándose en la 

búsqueda de 14C en orina (Stoupi et al. 2010). Las proantocianidinas que no 

se absorben en el intestino delgado llegan al colon donde, después de la 

despolimerización y la fermentación por la microbiota, pueden liberar 

metabolitos pequeños que son absorbidos, transformados en el hígado, y 

tienen el mismo destino que los metabolitos derivados de la absorción en el 

intestino delgado (Appeldoorn et al. 2009a; Monagas et al. 2010b). Los 

metabolitos encontrados en la orina indican que la fracción de 
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proantocianidinas ha estado en contacto con los tejidos a nivel sistémico y 

que puede haber ejercido un efecto sobre ellos (Touriño et al. 2009). Los 

metabolitos que se excretan en heces están en contacto con el tejido 

colónico y pueden influir en la salud intestinal (Touriño et al. 2011). Estos 

metabolitos pueden ser responsables de los efectos sobre la salud derivados 

de alimentos ricos en polifenoles, en lugar de los compuestos originales que 

se encuentran en los alimentos. 

En el presente estudio, se analizaron los metabolitos derivados de 

proantocianidinas de canela en orina y heces. Se encontraron metabolitos de 

fase II mono, di y triconjugados de (epi)catequina y más de 20 ácidos 

fenólicos procedentes de la fermentación microbiana intestinal. Las heces 

contenían (epi)catequina monomérica y dimérica no conjugadas. Esto 

sugiere que existen especies captadoras de radicales libres (grupos hidroxilos 

fenólicos no conjugados) en contacto con las paredes intestinales después de 

la ingestión de canela que podrían actuar como agentes preventivos contra el 

cáncer de colon (Lizárraga et al. 2007; Chung et al. 2009).  

El perfil de los metabolitos fenólicos de canela en la orina es compatible con 

una mezcla de proantocianidinas que se despolimerizan en sus unidades de 

(epi)catequina para después ser degradadas a unidades más pequeñas como 

ácidos fenólicos, con la posterior absorción y la conjugación en metabolitos 

biodisponibles (Rios et al. 2003; Touriño et al. 2009; Touriño et al. 2011). 

Estos ácidos fenólicos son los principales metabolitos de proantocianidinas 

poliméricos (Rios et al. 2003). Los conjugados microbianos derivados de 

proantocianidinas que se encuentran en orina nos indican que las 

proantocianidinas una vez transformadas por la microbiota colónica en ácidos 

fenólicos se absorben, son conjugados en el hígado y transportados al 

torrente sanguíneo para finalmente ser excretados en la orina.  

Muchos de los metabolitos detectados en el plasma y/u orina después de la 

ingestión de los productos ricos en polímeros de proantocianidinas son 

conjugados de monómeros de (epi)catequina que no pueden venir 

exclusivamente de las pequeñas cantidades de estos monómeros contenidas 

en el alimento (Touriño et al. 2009). Una variedad de pequeños compuestos 
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fenólicos resultado de la acción de la microbiota intestinal sobre los 

polímeros o sus unidades despolimerizadas se detectan en plasma varias 

horas después de la ingestión (Scalbert et al. 2000a; Saura-Calixto et al. 

2010) además de procianidinas diméricas (Sano et al. 2003). Otros estudios 

indican que las proantocianidinas poliméricas aumentan la absorción de 

dímeros y trímeros (Appeldoorn et al. 2009b). 

En esta tesis se evalúa por primera vez la biodisponibilidad de 

proantocianidinas de canela, compuesta principalmente por enlaces de tipo 

A, después de su ingestión. Se han elucidado una amplia variedad de 

metabolitos de proantocianidinas, incluyendo metabolitos de (epi)catequina 

de fase II y derivados de metabolitos microbianos, procedentes de la 

degradación de polímeros de proantocianidinas. La detección de monómeros 

y dímeros intactos no conjugados en heces muestra que especies captadoras 

de radicales libres que provienen de proantocianidinas están en contacto con 

el tracto intestinal durante horas y podrían contribuir a un efecto 

antioxidante local. Los metabolitos son absorbidos y entran en contacto con 

diferentes tejidos durante horas después de la ingesta, y podrían ser 

responsables de efectos sistémicos. Los resultados obtenidos en el presente 

estudio con canela están de acuerdo con los obtenidos para otras fuentes 

ricas en polímeros tales como pulpa de uva y piel de almendra (Touriño et al. 

2009; Urpi-Sarda et al. 2009; Touriño et al. 2011), y están en consonancia 

con la observación de que la canela es una fuente rica en proantocianidinas 

(Gu et al. 2004; Mateos-Martín et al. 2012a). 

Para el estudio nutricional se suministró una suspensión de canela molida en 

agua en lugar de los extractos comúnmente utilizados en otros estudios 

donde sólo se considera la fracción extraíble de proantocianidinas como la 

única fuente de polifenoles. De hecho, la mayoría de los trabajos realizados 

con proantocianidinas, incluyendo aquellos que se ocupan de su 

metabolismo, se han hecho con sobrenadantes obtenidos después de su 

extracción con acetona, siendo éste el procedimiento más común para su 

análisis (Gu et al. 2004). Las proantocianidinas suministradas en estos 

estudios en realidad sólo corresponden a las proantocianidinas extraíbles 

(EPA), que representan sólo una fracción de las proantocianidinas dietéticas. 
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Últimamente se ha puesto de manifiesto que una proporción considerable de 

proantocianidinas permanecen en el residuo al realizar las extracciones 

(Arranz et al. 2009) y pueden desempeñar un papel funcional más 

importante que las EPA; son las proantocianidinas no extraíble (NEPA). Las 

NEPA se asocian con otros componentes de la matriz alimentaria, 

principalmente fibra dietética, y de hecho constituyen una parte de ella, de 

acuerdo con las definiciones actuales de fibra dietética (Goñi et al. 2009). 

Algunos autores sugieren que las NEPA puede ser más abundantes que las 

EPA en muchos alimentos y, por lo tanto, se ingieren diariamente cantidades 

significativas de NEPA (Pérez-Jiménez et al. 2009a; Saura-Calixto 2012). 

Hasta la fecha, no existe un método común para determinar NEPA. Por lo 

general se determinan por métodos espectrofotométricos destructivos y no 

se ha realizado un análisis estructural significativo (Hellström et al. 2008; 

White et al. 2010). Por lo tanto, sigue siendo escasa la evidencia estructural 

con respecto a la composición de las NEPA como constituyentes esenciales 

de muchos productos alimenticios. Por otra parte, un análisis que se realiza 

generalmente después de la extracción para el contenido de polifenoles es la 

despolimerización catalizada por un ácido en presencia de un nucleófilo, pero 

los enlaces interflavánicos de tipo A en proantocianidinas son resistentes por 

lo cual su detección aún es más complicada y puede conducir a una 

subestimación del contenido de polifenoles (Thompson et al. 1972; Tarascou 

et al. 2010). 

Así pues, el hecho de utilizar una suspensión de canela molida sin realizar 

una extracción previa en nuestro estudio es importante, ya que las 

proantocianidinas poliméricas son en su mayoría no extraíbles y están 

presentes en cantidades mayores que las proantocianidinas extraíbles en 

muchos productos alimenticios (Pérez-Jiménez et al. 2009a; Arranz et al. 

2010). De esta forma garantizamos que fueron administradas  tanto la 

fracción de proantocianidinas extraíbles como las no extraíbles, y por 

consiguiente, se puede esperar que los metabolitos de proantocianidinas 

detectados en este estudio procedan de ambos tipos de proantocianidinas. A 

pesar de la creciente importancia que se otorga a las NEPA nunca se ha 

examinado su metabolización de forma independiente con respecto a EPA.  
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Metabolización de proantocianidinas no extraíbles de uva. 

La fibra dietética antioxidante de uva (GADF) se prepara a partir de bagazo 

de uva, subproducto de la industria vitivinícola, con un elevado contenido en 

fibra y polifenoles. La GADF muestra una alta capacidad antioxidante in vitro 

asociada tanto al sobrenadante como al correspondiente residuo de dichas 

extracciones (EPA y NEPA) (Saura-Calixto 1998). En estudios in vivo 

realizados tras su ingesta se ha demostrado que se produce un aumento 

significativo de capacidad antioxidante plasmática y se ha observado una 

reducción significativa del colesterol total, colesterol por LDL, triglicéridos y 

tensión arterial en humanos (Pérez-Jiménez et al. 2008b; Pérez-Jiménez et 

al. 2009b). El estudio se completó en nuestro laboratorio con una 

identificación exhaustiva (Touriño et al. 2008) y estudio metabólico de los 

polifenoles de GADF (Touriño et al. 2009; Touriño et al. 2011).  

En esta tesis se han completado los estudios previamente realizados en 

GADF, caracterizando los metabolitos fenólicos presentes en la orina y las 

heces de ratas 24 horas después de la ingestión de una fracción rica en 

NEPA, usando técnicas de cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro 

de masas (Publicación 3, (Mateos-Martín et al. 2012b)). Éste es el primer 

estudio de metabolización que se realiza exclusivamente con NEPA. 

Los resultados demuestran que las NEPA son parcialmente despolimerizadas 

durante su tránsito a lo largo del tracto intestinal, como se evidencia por la 

presencia de monómeros y dímeros de (epi)catequina en las heces y 

conjugados de (epi)catequina de fase II en la orina. Por otra parte, la NEPA 

se sigue metabolizando por la microbiota intestinal dando como resultado 

ácidos fenólicos que son presentes en la orina como compuestos fenólicos 

libres y/o conjugados con glucuronato o sulfato. 

Además de corroborar los resultados de estudios anteriores con canela, por 

primera vez se han presentado evidencias de que las NEPA se comportan in 

vivo como fuente de compuestos polifenólicos que se liberan 

progresivamente y proporcionan especies fenólicas que entran en contacto 
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con las paredes intestinales, siendo sus metabolitos biodisponibles por lo 

menos durante 24 h después de la ingestión. 

Los resultados obtenidos muestran claramente que esta fracción de fibra 

dietética genera derivados de (epi)catequina biodisponibles. El derivado de 

(epi)catequina di-glucuronizado detectado en las heces demuestra además 

que los monómeros liberados de NEPA alcanzan el hígado, sufren 

conjugación y son transportados de vuelta al intestino través de la bilis. La 

idea de despolimerización intestinal es consistente con el estudio que indica 

una alta recuperación de (epi)catequina libre en el contenido cecal de las 

ratas después de proporcionarles una sola dosis de extracto de almendra rico 

en proantocianidinas (Jové et al. 2011). Por otra parte, más de veinte 

metabolitos derivados de (epi)catequina detectados en orina son 

consistentes con la metabolización de estos compuestos.  

Mediante el examen del perfil metabólico de NEPA procedente de GADF, se 

corrobora que las proantocianidinas poliméricas experimentan 

despolimerización a (epi)catequina durante su tránsito a lo largo del tracto 

intestinal. Las heces contienen (epi)catequina monomérica y dimérica y la 

orina contiene 10 metabolitos de (epi)catequina de fase II procedentes de 

una fracción desprovista de monómeros y dímeros extraíbles. 

El aumento de la capacidad antioxidante del plasma después de la ingesta de 

GADF por sujetos humanos experimenta un retraso en comparación con la 

observada después de la ingesta de alimentos ricos en EPA, tales como vino 

tinto (Pérez-Jiménez et al. 2009b). Esto se podría deber a que las NEPA se 

asocian con la matriz alimentaria en los productos alimenticios, en particular 

con otros polímeros insolubles de la fibra dietética, por lo que su conversión 

puede ser lenta en comparación con la de la EPA. Esto haría que los 

metabolitos de NEPA fuesen biodisponibles durante más tiempo después de 

la ingesta y puedan tener efectos sobre la salud por un mayor tiempo. 

Además, los metabolitos detectados en las heces prueban que las especies 

con grupos con capacidad de captación de radicales libres permanecen en 

contacto con el epitelio del colon durante al menos 24 h después de la 

ingestión. 
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En conclusión, se demuestra aquí que las NEPA son una fuente de 

proantocianidinas poliméricas que se despolimerizan progresivamente 

durante su tránsito por el tracto intestinal en monómeros y dímeros de 

(epi)catequina, y son metabolizadas por la microbiota intestinal en unidades 

más pequeñas. Como resultado, (epi)catequina, ácidos fenólicos y sus 

metabolitos de fase II están en contacto con el tracto intestinal y 

biodisponibles durante al menos 24 h después de la ingestión. Esto significa, 

no sólo que existen metabolitos con capacidad antioxidante en contacto con 

las paredes intestinales después de la ingestión sino que también 

encontramos intactos grupos catecol captadores de radicales libres que 

pueden proteger frente al estrés oxidativo implicado en el inicio de las 

patologías intestinales. Así, la ingesta de proantocianidinas, y 

particularmente proantocianidinas con un alto grado de polimerización, se ha 

asociado con un menor riesgo de padecer cáncer colorrectal (Rossi M et al. 

2010) y nuestros resultados sugieren que las fuentes de alimentos con NEPA 

podrían ser en parte responsables de este efecto preventivo. 

Actualmente las proantocianidinas no extraíbles se determinan 

principalmente mediante un método que consiste en la despolimerización de 

las proantocianidinas por calentamiento y posterior medición 

espectrofotométrica. Nuestros resultados  coinciden con los estudios que 

afirman que los residuos de la extracción con acetona al 70% contienen 

cantidades significativas de proantocianidinas con un alto contenido en 

proantocianidinas no extraíbles, ya que la evidencia directa de la estructura 

de estos polímeros insolubles es escasa. Este alto contenido en compuestos 

antioxidantes no extraíbles además podría ser de interés económico para el 

aprovechamiento de subproductos ricos en polifenoles procedentes de 

productos agrarios que podrían tener otras aplicaciones.  

Proantocianidinas de Chamaecrista nictitans. 

Los capítulos anteriores se centraron en la caracterización de 

proantocianidinas de alto grado de polimerización y en la bioaccesibilidad en 

el organismo de estas proantocianidinas, tanto extraíbles como no extraíbles. 
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Un cuarto capítulo de la tesis aborda el estudio de proantocianidinas más 

complejas que han mostrado actividad antiviral (Publicación 4).  

Entre las infecciones virales, el virus del herpes simple (HSV) es una de las 

más importantes. Hay dos tipos de HSV, de tipo 1 (HSV-1) y de tipo 2 (HSV-

2). El HSV-2 es de vital importancia para la salud humana ya que causa 

infecciones neonatales e infecciones como la meningitis y el cáncer de cuello 

uterino.  

Hoy en día, en el tratamiento de infecciones por virus de herpes, se utilizan 

fármacos antivirales como el aciclovir, comúnmente utilizado para tratar el 

HSV. Aciclovir interrumpe eficazmente la síntesis de ADN viral y la 

replicación de HSV (Crumpacker et al. 1982; Corey et al. 1986; Fahad et al. 

1996). Una preocupación en la lucha contra el HSV es el desarrollo de 

resistencia viral además de los efectos citotóxicos que pueden tener este tipo 

de fármacos, por lo que es importante nuevos productos para tratar estas 

infecciones. Por estas razones, es importante la búsqueda de nuevos 

fármacos o co-adyuvantes activos contra el HSV. Los estudios con extractos 

de plantas son especialmente interesantes para la provisión de tratamientos 

eficaces con menor toxicidad. 

La Chamaecrista nictitans es una especie de la familia de las Fabaceae 

distribuida por la zona tropical del continente americano. Hay siete especies 

de Chamaecrista en Costa Rica de las cuales la Chamaecrista nictitans es la 

más común. A un extracto crudo de esta planta se le ha atribuido actividad 

antiviral contra el virus del herpes simple (Herrero-Uribe et al. 2004). La 

actividad antiviral exhibida por el extracto fue determinada mediante la 

inhibición total del efecto citopático después de tres días de incubación y la 

concentración máxima de la fracción positiva que no presentó citotoxicidad. 

Este resultado indica que el extracto actúa intracelularmente siendo capaz de 

inhibir la transcripción secundaria. Sin embargo, el extracto permite la 

transcripción y traducción temprana de proteínas. El virus tratado con 

aciclovir, fármaco antiviral usado en el tratamiento de este tipo de 

infecciones, fue capaz de producir un efecto citopático, mientras que el 

extracto inhibió el virus y no se detectó efecto citopático. Se concluye que el 
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extracto inhibe la adherencia inicial del virus a las células y los eventos de 

transcripción secundaria del virus (Herrero-Uribe et al. 2004). 

El extracto crudo de la planta fue fraccionado y su actividad evaluada. Una 

fracción del extracto, la fracción II (FII), ha sido identificada como la más 

activa de todas las fracciones tanto por su función captadora de radicales 

libres como por ser una potente mezcla antiviral. Por este motivo, se ha 

analizado la composición polifenólica del extracto y las fracciones por LC-ESI-

MS/MS, con el objetivo de establecer relaciones entre sus estructuras y la 

actividad antiviral, ya que la actividad del extracto de Chamaecrista nictitans 

podría estar relacionada con sus polifenoles.  

La caracterización química del extracto demostró la presencia de 

proantocianidinas. La identificación que se lleva a cabo de las estructuras de 

proantocianidinas indica que hay una gran heterogeneidad estructural, 

aumentando esta heterogeneidad con el grado de polimerización. Además, el 

estudio de la composición revela que éste contiene proantocianidinas 

principalmente con dos características estructurales que pueden ser 

responsables de su actividad antiviral: contienen grupos monofenólicos y 

enlaces de tipo A. En particular, la fracción II del extracto es rica en 

(epi)fisetinidol y (epi)afzelequina y es la más eficaz frente al virus del herpes 

simple. 

Son pocos los estudios que han investigado la relación entre las propiedades 

antivirales y la estructura de las proantocianidinas (Gescher et al. 2011). Las 

propiedades de las procianidinas (oligómeros de (epi)catequina) han sido 

descritas en numerosos artículos, sin embargo, existen otros tipos de 

proantocianidinas menos conocidas, ya que se encuentran en menor 

proporción en la naturaleza.  

El presente estudio ha mostrado que las proantocianidinas del extracto de 

Chamaecrista nictitans consisten en combinaciones de compuestos con 

unidades monoméricas de (epi)guibourtinidol, (epi)fisetinidol, 

(epi)afzelequina y (epi)catequina. El compuesto mayoritario en la fracción II 

es un trímero de profisetinidina. Cabe señalar que esta estructura, así como 
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muchos de los otros oligómeros en la fracción, presenta un número inusual 

de grupos monofenólicos. Compuestos como (epi)fisetinidol, (epi)afzelequina 

y (epi)guibourtinidol muestran cierta actividad antioxidante aunque no son 

potentes captadores de radicales libres comparados con homólogos con 

mayor número de grupos hidroxilos. 

La doble acción de las proantocianidinas de Chamaecrista nictitans  sobre el 

virus HSV (antiadherente e inhibición de la transcripción de DNA) podría ser 

debida a unidades estructurales diferentes (Cheng et al. 2006). La 

(epi)catequina y (epi)catequingalato, comunes a otras proantocianidinas 

podría ejercer principalmente la acción antiadherente tal como se ha 

sugerido anteriormente. Los monofenoles podrían ser los responsables de la 

inhibición de la transcripción tardía (Cheng et al. 2006). Otra característica 

diferencial de las proantocianidinas de Chamaecrista nictitans es la presencia 

de oligómeros de tipo A, estando este tipo de enlace relacionados con la 

actividad antiviral de oligómeros de proantocianidinas (De Bruyne et al. 

1999b; Xu et al. 2010). El grupo OH en posición 4’ y la configuración trans 

podrían ser determinantes estructurales necesarios para inhibir la 

proliferación celular (Stivala et al. 2001).  

La acción del extracto de Chamaecrista nictitans es completamente 

consistente con el efecto propuesto para el dímero de epiafzelequina, que 

inhibe la replicación del virus del herpes simple de tipo 2 (Cheng et al. 

2006). Otros compuestos de configuración similar con grupos monofenólicos 

como el resveratrol también han mostrado actividad frente al HSV (Docherty 

et al. 1999). Estos estudios demuestran que el resveratrol afecta 

desfavorablemente a la replicación del HSV durante las primeras 6 horas de 

infección, inhibiendo de forma reversible el ciclo de crecimiento viral. 

Además se determinó que el piceatanol, que difiere del resveratrol en que 

tiene dos grupos hidroxilos en cada anillo de fenilo en lugar de dos en un 

anillo y uno en el otro, podía afectar a la replicación del HSV, encontrándose 

que no tienen efecto sobre la replicación de HSV. Aunque el piceatanol y el 

resveratrol difieren sólo en un grupo hidroxilo, la actividad inhibidora 

observada del resveratrol sobre la replicación de HSV sugiere un alto grado 

de especificidad corroborando nuestra teoría. Además, el quebracho, 
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conocido por ser una fuente rica en profisetinidinas, muestra a 

concentraciones no tóxicas un porcentaje de inhibición de virus de herpes 

simple de un 100% (Moreira et al. 2005). 

Se piensa que el mecanismo biológico de acción de  los compuestos 

polifenólicos está relacionado con su capacidad para actuar como 

antioxidantes. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que la 

actividad antivírica que presentan puede ser también debida a su 

configuración estructural y no sólo a la capacidad de estos compuestos de 

ceder electrones. Los compuestos responsables de la actividad antiviral 

tienen un potencial antioxidante por debajo de otros compuestos los cuales 

no presentan esta actividad biológica. 
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CONCLUSIONES 

1.- Se han encontrado subestructuras en canela (Cinnamomum zeylanicum 

L.) nunca antes descritas para esta fuente. Además de (epi)catequina y 

(epi)afzelequina, las proantocianidinas de la canela contienen unidades de 

(epi)galocatequina y (epi)catequingalato. La presencia de estas 

subestructuras puede explicar algunas de las propiedades de los extractos de 

canela. 

2.- MALDI-TOF/TOF es una herramienta eficaz para el análisis estructural de 

proantocianidinas poliméricas. La técnica combina la alta sensibilidad para 

compuestos de alto grado de polimerización y galoización con la posibilidad 

de obtener información estructural a través de los patrones de fragmentación 

obtenidos a partir de experimentos de MS/MS. 

3.- El modo CID resultó ser indispensable para la fragmentación de 

proantocianidinas por MALDI-TOF/TOF. Los principales fragmentos 

observados durante los experimentos de MS/MS están de acuerdo con los 

patrones de fragmentación típica para este tipo de compuestos.  

4.- Los polímeros de proantocianidinas se despolimerizan en unidades de 

(epi)catequina y no sólo se transforman directamente en ácidos fenólicos 

más pequeños. Sus unidades constituyentes y sus metabolitos son  

biodisponibles en el organismo como se ha demostrado para 

proantocianidinas de canela y de bagazo de uva. 

5.- Las metabolización de proantocianidinas no extraíbles (NEPA) de uva 

(Vitis vinífera) genera un conjunto de derivados de (epi)catequina y de sus 

productos de degradación microbiana. Esto constituye la primera prueba de 

la naturaleza estructural de NEPA como polímeros de (epi)catequina. 

6.- Se observan monómeros y dímeros de (epi)catequina intactos en heces 

tras la ingesta de proantocianidinas extraíbles y no extraíbles. La presencia 

de estos grupos con capacidad de captación de radicales libres en el intestino 
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puede proteger frente al estrés oxidativo implicado en el inicio de las 

patologías intestinales. 

7.- El extracto de Chamaecrista nictitans (Fabaceae) es una fuente rica en 

proantocianidinas con un alto grado de polimerización. Los polímeros 

incluyen unidades monohidroxiladas como (epi)fisetinidol, (epi)afzelequina y 

(epi)guibourtinidol además de (epi)catequina, común en otras fuentes como 

la uva o la corteza de pino. 

8.- La actividad biológica del extracto de Chamaecrista nictitans puede ser 

debida a su configuración estructural (posición de los grupos hidroxilos) y no 

sólo a la capacidad de estos compuestos de ceder electrones, ya que los 

compuestos mayoritarios del extracto son menos activos como captadores de 

radicales libres que otras proantocianidinas que no presentan actividad 

antiviral. La actividad antiviral se puede explicar por el efecto antiadherente 

de las unidades de (epi)catequina y por un posible efecto inhibitorio de la 

transcripción de ADN vírico ejercida por las unidades monohidroxiladas. 
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ANEXOS 

 

 

1. Otras publicaciones 

 

En este apartado se incluyen publicaciones no contenidas en la tesis 

doctoral, todas ellas publicadas en revistas del primer cuartil del Science 

Citation Index. 

1.1.  Metabolites in contact with the rat digestive tract after ingestion of 

a phenolic-rich dietary fiber matrix (2009) Journal of Agricultural 

and Food Chemistry 59(11): 5955-5963. 

 

1.2.  Hamamelitannin from witch hazel (Hamamelis virginiana) displays 

specific cytotoxic activity against colon cancer cells (2012) Journal 

of Natural Products 75(1): 26-33. 

 

1.3.  Punicalagin and catechins contains polyphenolic substructures that 

influence cell viability and can be monitored by radical biosensors 

selective to electron transfer (2012) Journal of Agricultural and Food 

Chemistry 60(7): 1659-1665. 

 

1.4.  Effect of pressurized hot water extraction on antioxidants from 

grape pomace before and after oenological fermentation (2013) 

Journal of agricultural and food chemistry 61(28): 6929-6936. 

 

 

2. Comunicaciones en congresos 

 

En este apartado se incluyen los poster presentados en congresos nacionales 

e internacionales. 

2.1. Relationship between antioxidant/prooxidant activity and structure 

of punicalagin and punicalagin metabolites.  «4th International 
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Conference on Polyphenols and Health» Harrogate, Universidad de 

Leeds 2009.  

 

2.2. Metabolization of non-extractable proanthocyanidins, an 

underestimated fraction of dietary polyphenols. «34º Congreso 

Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular (SEBBM)» 

Barcelona 2011.  

 

2.3. Polymeric proanthocyanidin profile in several food matrixes by 

MALDI-TOF/TOF. «5th International Conference on Polyphenols and 

Health» Sitges, Universidad de Barcelona 2011. 

 

2.4. Non-extractable proanthocyanidins generate bioavailable 

metabolites in rats- a case study with grape antioxidant dietary 

fibre. «5th International Conference on Polyphenols and Health» 

Sitges, Universidad de Barcelona 2011. 

 

2.5. Profile of urinary and fecal proanthocyanidin metabolites after intake 

of common cinnamon (Cinnamomum zeylanicum L.) in rats. «5th 

International Conference on Polyphenols and Health» Sitges, 

Universidad de Barcelona 2011. 

 

2.6. Study of the cytotoxic effect of tannins from Hamamelis virginiana 

on colorectal cancer. «5th International Conference on Polyphenols 

and Health» Sitges, Universidad de Barcelona 2011. 
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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue determinar los compuestos fenólicos que 

entran en contacto con el tejido epitelial del colon después de la 

ingestión de GADF. Mediante el uso de HPLC-ESI-MS se detectaron 

metabolitos fenólicos en las heces, contenido cecal y tejido colónico de 

las ratas. Se detectó (epi)catequina libre en las tres fuentes, y también 

se detectaron más de 20 metabolitos conjugados de (epi)catequina en 

las heces. Además, se identificaron 14 metabolitos microbianos fenólicos 

en las heces, contenido cecal y/o el tejido del colon. Estos resultados 

muestran que durante el tránsito a lo largo del tracto digestivo, 

oligómeros y polímeros de proantocianidina se despolimerizan. Después 

de la ingestión de GADF, (epi)catequina libre y sus conjugados, así como 

derivados de metabolitos fenólicos microbianos libres y conjugados, 

entran en contacto con el epitelio intestinal durante más de 24 horas y 

puede ser en parte responsable de los efectos positivos de la GADF sobre 

la salud intestinal. 

Para este estudio se puso a punto un método por HPLC-ESI-MS/MS 

optimizando la energía del cono y de colisión para cada grupo de 

metabolitos (Touriño et al. 2011). 
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1.2. Hamamelitannin from witch hazel (Hamamelis virginiana) 

displays specific cytotoxic activity against colon cancer cells. 
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RESUMEN 

La Hamamelis virginiana es una fuente rica en taninos condensados e  

hidrolizables los cuales podrían ejercer una acción protectora contra el 

cáncer de colon. En el presente estudio se caracteriza diferentes 

compuestos procedentes del extracto de Hamamelis virginiana como 

agentes citotóxicos selectivos contra el cáncer de colon. Las estructuras 

seleccionadas para el estudio fueron hamamelitanino y 

pentagaloilglucosa junto con una fracción rica en proantocianidinas. La 

pentagaloilglucosa se obtuvo mediante purificación de un extracto de 

Hamamelis virginiana debido a la falta de patrones comerciales. 

Como resultado el hamamelitanino resultó ser el más eficiente. Además, 

no tuvo ningún efecto nocivo en colonocitos normales mientras que la 

pentagaloilglucosa inhibió el crecimiento de las células cancerosas y 

normales. En el ensayo con radical TNPTM el hamamelitanino fue más 

reactivo lo cual puede explicar su eficacia en la inhibición de cáncer de 

colon (Sánchez-Tena et al. 2012). 





Ø¿³¿³»´·¬¿²²·² º®±³ É·¬½¸ Ø¿¦»´ øØ¿³¿³»´·­ ª·®¹·²·¿²¿÷ Ü·­°´¿§­
Í°»½·º·½ Ý§¬±¬±¨·½ ß½¬·ª·¬§ ¿¹¿·²­¬ Ý±´±² Ý¿²½»® Ý»´´­
Í«­¿²¿ Í¿²½¸»¦óÌ»²¿ô� Ó¿®3¿ Ôò Ú»®²¿²¼»¦óÝ¿½¸±²ô�ô� ß²²¿ Ý¿®®»®¿­ôy Óò Ô«·­¿ Ó¿¬»±­óÓ¿®¬3²ôy

Ò±»´·¿ Ý±­¬±§¿ô Ó¿®§ Ðò Ó±§»®ô Ó¿®3¿ Öò Ò«²»¦ô Ö±­»° Ôò Ì±®®»­ôy ¿²¼ Ó¿®¬¿ Ý¿­½¿²¬»öô�

�Ú¿½«´¬§ ±º Þ·±´±¹§ô Ë²·ª»®­·¬¿¬ ¼» Þ¿®½»´±²¿ô ×ÞËÞô Ë²·¬ ß­­±½·¿¬»¼ ©·¬¸ ÝÍ×Ýô ðèðîè Þ¿®½»´±²¿ô Í°¿·²
y×²­¬·¬«¬» º±® ß¼ª¿²½»¼ Ý¸»³·­¬®§ ±º Ý¿¬¿´±²·¿ ø×ÏßÝóÝÍ×Ý÷ô ðèðíì Þ¿®½»´±²¿ô Í°¿·²

Í½¸±±´ ±º Û²¹·²»»®·²¹ô Ë²·ª»®­·¼¿¼» ¼» Í¿²¬·¿¹± ¼» Ý±³°±­¬»´¿ô ïëéèî Í¿²¬·¿¹± ¼» Ý±³°±­¬»´¿ô Í°¿·²

×ÒÝÛÔÔ Ý±®°±®¿¬·±²ô Í¿² ß²¬±²·±ô Ì»¨¿­ éèîìçô Ë²·¬»¼ Í¬¿¬»­

ßÞÍÌÎßÝÌæ Ø¿³¿³»´·­ ª·®¹·²·¿²¿ ø©·¬½¸ ¸¿¦»´÷ ¾¿®µ ·­ ¿
®·½¸ ­±«®½» ±º ½±²¼»²­»¼ ¿²¼ ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ ®»°±®¬»¼ ¬±
»¨»®¬ ¿ °®±¬»½¬·ª» ¿½¬·±² ¿¹¿·²­¬ ½±´±² ½¿²½»®ò Ì¸» °®»­»²¬
­¬«¼§ ½¸¿®¿½¬»®·¦»­ ¼·ºº»®»²¬ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ¬¿²²·²­ ¿­ ­»´»½¬·ª»
½§¬±¬±¨·½ ¿¹»²¬­ ¿¹¿·²­¬ ½±´±² ½¿²½»®ò Ì± ½±ª»® ¬¸» ­¬®«½¬«®¿´
¼·ª»®­·¬§ ±º ¬¸» ¬¿²²·²­ ¬¸¿¬ ±½½«® ·² Øò ª·®¹·²·¿²¿ ¾¿®µô ¬¸»
¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿²¼ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô
¬±¹»¬¸»® ©·¬¸ ¿ °®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² øÚèððØì÷ ©»®»
­»´»½¬»¼ º±® ¬¸» ­¬«¼§ò Ì®»¿¬³»²¬ ©·¬¸ ¬¸»­» ½±³°±«²¼­
®»¼«½»¼ ¬«³±® ª·¿¾·´·¬§ ¿²¼ ·²¼«½»¼ ¿°±°¬±­·­ô ²»½®±­·­ô ¿²¼ Íó
°¸¿­» ¿®®»­¬ ·² ¬¸» ½»´´ ½§½´» ±º ØÌîç ½»´´­ô ©·¬¸ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¾»·²¹ ¬¸» ³±­¬ »ºº·½·»²¬ò Ñ©·²¹ ¬± °±´§°¸»²±´ó³»¼·¿¬»¼ ØîÑî
º±®³¿¬·±² ·² ¬¸» ·²½«¾¿¬·±² ³»¼·¿ô ¬¸» ¿²¬·°®±´·º»®¿¬·ª» »ºº»½¬ ©¿­ ¼»¬»®³·²»¼ ·² ¬¸» °®»­»²½» ¿²¼ ¿¾­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­» ¬± ®«´» ±«¬
¿²§ ­«½¸ ·²¬»®º»®»²½»ò Ì¸» °®»­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­» ­·¹²·º·½¿²¬´§ ½¸¿²¹»¼ ¬¸» ×Ýëð ±²´§ º±® ÚèððØìò Ú«®¬¸»®³±®»ô ¿¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²­
¬¸¿¬ ·²¸·¾·¬ ¬¸» ¹®±©¬¸ ±º ØÌîç ½»´´­ ¾§ ëðûô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¸¿¼ ²± ¸¿®³º«´ »ºº»½¬­ ±² ÒÝÓìêð ²±®³¿´ ½±´±²±½§¬»­ô ©¸»®»¿­
°»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ·²¸·¾·¬»¼ ¾±¬¸ ½¿²½»®±«­ ¿²¼ ²±®³¿´ ½»´´ ¹®±©¬¸ò Ë­·²¹ ¬¸» ÌÒÐÌÓ ¿­­¿§ô ©» ·¼»²¬·º·»¼ ¿ ¸·¹¸´§ ®»¿½¬·ª»
°¸»²±´·½ °±­·¬·±² ·² ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ©¸·½¸ ³¿§ »¨°´¿·² ·¬­ »ºº·½¿½§ ¿¬ ·²¸·¾·¬·²¹ ½±´±² ½¿²½»® ¹®±©¬¸ò

Í »ª»®¿´ »°·¼»³·±´±¹·½¿´ ­¬«¼·»­ ¸¿ª» ·²¼·½¿¬»¼ ¬¸¿¬ ¬¿²²·²­³¿§ »¨»®¬ ¿ °®±¬»½¬·ª» »ºº»½¬ ¿¹¿·²­¬ ½±´±² ½¿²½»®ô ±²» ±º
¬¸» ³±­¬ °®»ª¿´»²¬ ²»±°´¿­¬·½ ¼·­»¿­»­ ·² ¬¸» ¼»ª»´±°»¼
©±®´¼òïôî É·¬½¸ ¸¿¦»´ øØ¿³¿³»´·­ ª·®¹·²·¿²¿÷ ¾¿®µ ·­ ¿ ®·½¸
­±«®½» ±º ¾±¬¸ °®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²­ô ±® ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ô ¿²¼
¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ øÚ·¹«®» ï÷ ­«½¸ ¿­ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿²¼
°»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ôí ©¸±­» ½¿°¿½·¬§ ¬± ®»¹«´¿¬» ½»´´ °®±´·º»®ó
¿¬·±²ô ½»´´ ½§½´»ô ¿²¼ ¿°±°¬±­·­ ¸¿­ ¿¬¬®¿½¬»¼ ³«½¸ ¿¬¬»²¬·±²òì

ß² ·²ª»®­» ®»´¿¬·±² ¸¿­ ¾»»² ®»°±®¬»¼ ¾»¬©»»² °®±¿²¬¸±½§¿ó
²·¼·²­ ¿²¼ ½±´±®»½¬¿´ ½¿²½»®òë ß² ·² ª·¬®± ­¬«¼§ ¼»³±²­¬®¿¬»¼
¬¸¿¬ ¿ ¹®¿°» ­»»¼ °®±¿²¬¸±½§¿²·¼·² »¨¬®¿½¬ ­·¹²·º·½¿²¬´§ ·²¸·¾·¬­
½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ¿²¼ ·²½®»¿­»­ ¿°±°¬±­·­ ·² Ý¿½±óî ½±´±² ½¿²½»®
½»´´­ô ¾«¬ ¼±»­ ²±¬ ¿´¬»® ¬¸» ª·¿¾·´·¬§ ±º ¬¸» ²±®³¿´ ½±´±²
ÒÝÓìêð ½»´´ ´·²»òê Ñ¬¸»® ®»­«´¬­ ­¸±© ¬¸¿¬ °®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²­
º®±³ ¼·ºº»®»²¬ ­±«®½»­ ¿®» ½§¬±¬±¨·½ ¬± ¸«³¿² ½±´±®»½¬¿´
½»´´­òé�ç ×² ¿¼¼·¬·±²ô ­»ª»®¿´ ·² ª·¬®± ¿²¼ ·² ª·ª± ­¬«¼·»­ ¸¿ª»
­¸±©² ¬¸¿¬ ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ º®±³ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ¾¿®µ »¨¸·¾·¬
³«´¬·°´» ¾·±´±¹·½¿´ ¿½¬·ª·¬·»­ô ©¸·½¸ ³¿§ ¸¿ª» °±¬»²¬·¿´ ·² ¬¸»
°®»ª»²¬·±² ¿²¼ ¬®»¿¬³»²¬ ±º ½¿²½»®ò ×² ª·ª± °®»½´·²·½¿´ ­¬«¼·»­
±º °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô ±²» ±º ¬¸» ³¿¶±® ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ ·²
©·¬½¸ ¸¿¦»´ô ¼»³±²­¬®¿¬»¼ ·²¸·¾·¬·±² ±º °®±­¬¿¬» ½¿²½»®ôïðôïï

´«²¹ ½¿²½»®ôïî ¿²¼ ­¿®½±³¿ïí ½»´´­ò ×² ª·¬®± ·²¸·¾·¬·±² ±º ¬¸»
¹®±©¬¸ ¿²¼ ·²ª¿­·ª»²»­­ ±º ¾®»¿­¬ ½¿²½»®ô ´»«µ»³·¿ô ³»´¿²±³¿ô
¿²¼ ´·ª»® ½¿²½»® ½»´´­ ¸¿­ ¿´­± ¾»»² ®»°±®¬»¼òïì�ïé Ì¸» ±¬¸»®
³¿¶±® ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·² ·² ©·¬½¸ ¸¿¦»´ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô
·²¸·¾·¬­ ÌÒÚó³»¼·¿¬»¼ »²¼±¬¸»´·¿´ ½»´´ ¼»¿¬¸ ¿²¼ ÜÒß

º®¿¹³»²¬¿¬·±² ·² Ûß¸§çîê »²¼±¬¸»´·¿´ ½»´´­òïè Í·²½» ÌÒÚ ñ
ÌÒÚÎï ­·¹²¿´·²¹ ³¿§ ¿½¬ ¿­ ¿ ¬«³±® °®±³±¬»® º±® ½±´±²
½¿®½·²±¹»²»­·­ôïç ¬¸» ¿²¬·óÌÒÚ ¿½¬·ª·¬§ ±º ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ³¿§
·²¼·½¿¬» ¿ °®±¬»½¬·ª» »ºº»½¬ ¿¹¿·²­¬ ½±´±² ½¿²½»®ò Ú«®¬¸»®³±®»ô
¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¸¿­ ¾»»² ¼»­½®·¾»¼ ¬± ·²¸·¾·¬ ëó´·°±¨§¹»²¿­»
øëóÔÑÈ÷ôîð ¿²¼ ¹·ª»² ¬¸¿¬ ëóÔÑÈ ·­ ¿² ·²º´¿³³¿¬±®§ »²¦§³»
·²ª±´ª»¼ ·² ³¿´·¹²¿²¬ ¬®¿²­º±®³¿¬·±²ôîï ¬¸·­ ·²¸·¾·¬·±² ½±«´¼
°®»ª»²¬ ½¿²½»® ¹®±©¬¸ò
Ó±®»±ª»®ô ª¿®·±«­ ­¬«¼·»­ ¸¿ª» ¿²¿´§¦»¼ ¬¸» ½§¬±¬±¨·½·¬§ ¿²¼
­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ ±º Øò ª·®¹·²·¿²¿ °¸»²±´·½ ½±³°±«²¼­ò ×¬ ¸¿­
¾»»² ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ ¼·ºº»®»²¬ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ °±´§°¸»²±´·½ º®¿½¬·±²­
¿®» ¸·¹¸´§ ¿½¬·ª» ¿­ º®»» ®¿¼·½¿´ ­½¿ª»²¹»®­ ¿¹¿·²­¬ îôî ó
¿¦·²±¾·­øíó»¬¸§´¾»²¦±¬¸·¿¦±´·²»óêó­«´º±²·½ ¿½·¼÷ øßÞÌÍ÷ô ïôïó
¼·°¸»²§´óîó°·½®§´¸§¼®¿¦§´ øÜÐÐØ÷ô ¿²¼ ¬®·­øîôìôêó¬®·½¸´±®±óíôëó
¼·²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´ øØÒÌÌÓ÷ò Ì¸»§ ¿´­± ®»¼«½» ¬®·­ó
øîôíôëôêó¬»¬®¿½¸´±®±óìó²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´ øÌÒÐÌÓ÷ ®¿¼·½¿´
¬± ­±³» »¨¬»²¬ô ©¸·½¸ ·²¼·½¿¬»­ ¬¸¿¬ ¬¸»§ ½±²¬¿·² ¸·¹¸´§
®»¿½¬·ª» ¸§¼®±¨§ ¹®±«°­ò ×² ¬¸·­ ©¿§ô ©·¬½¸ ¸¿¦»´ º®¿½¬·±²­
°®±¬»½¬ ®»¼ ¾´±±¼ ½»´´­ º®±³ º®»» ®¿¼·½¿´ó·²¼«½»¼ ¸»³±´§­·­ ¿²¼
¿´­± ·²¸·¾·¬ ¬¸» °®±´·º»®¿¬·±² ±º ¬¸» ÍÕóÓ»´ îè ³»´¿²±³¿ ¬«³±®
½»´´ ´·²»òîî Í±³» ±º ¬¸»­» º®¿½¬·±²­ ¿´­± ·²¸·¾·¬»¼ ½»´´
°®±´·º»®¿¬·±²ô ¿®®»­¬»¼ ¬¸» ½»´´ ½§½´» ¿¬ ¬¸» Í °¸¿­»ô ¿²¼ ·²¼«½»¼

Î»½»·ª»¼æ Ó¿§ îðô îðïï
Ð«¾´·­¸»¼æ Ö¿²«¿®§ ìô îðïî

ß®¬·½´»

°«¾­ò¿½­ò±®¹ñ¶²°

w îðïî ß³»®·½¿² Ý¸»³·½¿´ Í±½·»¬§ ¿²¼
ß³»®·½¿² Í±½·»¬§ ±º Ð¸¿®³¿½±¹²±­§ îê ¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�íí



¿°±°¬±­·­ ·² ØÌîç ¸«³¿² ½±´±² ½¿²½»® ½»´´­òîí Ì¸» ©·¬½¸ ¸¿¦»´
³·¨¬«®»­ ­¬«¼·»¼ ­± º¿® ·²½´«¼» ¬¸±­» º®±³ ¸·¹¸´§ ¸»¬»®±¹»ó
²»±«­ ³·¨¬«®»­ ½±²¬¿·²·²¹ ¾±¬¸ ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¿²¼ ½±²¼»²­»¼
¬¿²²·²­ ±º ´±© ³±´»½«´¿® ©»·¹¸¬ô ¿­ ©»´´ ¿­ º´¿ª¿²óíó±´
³±²±³»®­åîîôîí ¸±©»ª»®ô ¬¸» ¿½¬·ª·¬§ ±º ±´·¹±³»®·½ ­¬®«½¬«®»­
º®±³ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ¾¿®µ ¸¿­ ²±¬ ¾»»² »ª¿´«¿¬»¼ò Ú«®¬¸»®³±®»ô
Ó¿­¿µ· »¬ ¿´ò ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² º®±³ Øò ª·®¹·²·¿²¿
°±­­»­­»­ °®±¬»½¬·ª» ¿½¬·ª·¬§ º®±³ ½»´´ ¼¿³¿¹» ·²¼«½»¼ ¾§
­«°»®±¨·¼» ¿²·±² ®¿¼·½¿´­ ·² ³«®·²» ¼»®³¿´ º·¾®±¾´¿­¬­òîìôîë

Ì± ¿¼ª¿²½» ±«® «²¼»®­¬¿²¼·²¹ ±º ¬¸» ½±³°±«²¼­ ®»­°±²­·¾´»
º±® ¬¸» ¿½¬·ª·¬§ ±º Øò ª·®¹·²·¿²¿ ¾¿®µô ©» »ª¿´«¿¬»¼ ¬¸» ¾»¸¿ª·±®
±º °«®» ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿²¼ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ø¸§¼®±´§¦¿¾´»
¬¿²²·²­ ±º ¼·ºº»®»²¬ ­·¦»÷ ¿²¼ ¿ ¸·¹¸´§ °«®·º·»¼ °®±¿²¬¸±½§¿²·ó
¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² øÚèððØì÷ò Ú·®­¬ô ©» »¨¿³·²»¼ ¬¸» ª·¿¾·´·¬§ô
¿°±°¬±­·­ô ¿²¼ ½»´´ ½§½´» ±º ¬¸» ¸«³¿² ½±´±®»½¬¿´ ¿¼»²±½¿®½·ó
²±³¿ ØÌîç ½»´´ ´·²» ¿º¬»® ¬®»¿¬³»²¬ ©·¬¸ ¬¸»­» ½±³°±«²¼­ò Ì±
·¼»²¬·º§ °®±¼«½¬­ ¬¸¿¬ ·²¸·¾·¬ ½¿²½»® ½»´´ ¹®±©¬¸ ©·¬¸±«¬
¸¿®³·²¹ ²±®³¿´ ½»´´­ô ¬¸» ¿²¬·°®±´·º»®¿¬·ª» ½¿°¿½·¬§ ±º
Ø¿³¿³»´·­ ½±³°±«²¼­ ©¿­ ¿´­± ³»¿­«®»¼ ¿¹¿·²­¬ ¬¸»
ÒÝÓìêð ½»´´ ´·²» ø¸«³¿² ½±´±²±½§¬»­÷ò ß­ ­»ª»®¿´ ­¬«¼·»­
¸¿ª» ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ °±´§°¸»²±´­ ½¿² ¾» ±¨·¼·¦»¼ «²¼»® ­¬¿²¼¿®¼
½»´´ ½«´¬«®» ½±²¼·¬·±²­ô ´»¿¼·²¹ ¬± ¬¸» °®±¼«½¬·±² ±º ­·¹²·º·½¿²¬
¿³±«²¬­ ±º ÎÑÍ ­«½¸ ¿­ ØîÑîô ¿²¼ ¬¸¿¬ ¬¸·­ ½¿² ³±¼«´¿¬» ½»´´
º«²½¬·±²­ôîê ©» ­«°°´»³»²¬»¼ ¬¸» ½»´´ ½«´¬«®» ³»¼·«³ ©·¬¸
½¿¬¿´¿­»ô ©¸·½¸ ¼»½±³°±­»­ °±´§°¸»²±´ó¹»²»®¿¬»¼ ÎÑÍô ¬¸«­
®«´·²¹ ±«¬ ¬¸·­ °±­­·¾·´·¬§òîé

ÎÛÍËÔÌÍ ßÒÜ Ü×ÍÝËÍÍ×ÑÒ

Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ¿²¼ º®¿½¬·±² ÚèððØì ©»®» »¨¬®¿½¬»¼ º®±³
¬¸» ¾¿®µ ±º ©·¬½¸ ¸¿¦»´ô ©¸»®»¿­ ¬¸» ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²
¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ©¿­ ±¾¬¿·²»¼ ½±³³»®½·¿´´§ò Þ±¬¸ ¸§¼®±´§¦¿¾´»
¬¿²²·²­ °®»­»²¬»¼ ¿ °«®·¬§ ±º çèû ±® ³±®»ô ¿­ ½±²º·®³»¼ ¾§
ØÐÔÝò Ñ²½» º®¿½¬·±² ÚèððØì ©¿­ ±¾¬¿·²»¼ô ·¬­ °±´§°¸»²±´·½

½±³°±­·¬·±² ©¿­ ½¸¿®¿½¬»®·¦»¼ ¬± »²­«®» ¬¸¿¬ ·¬ °±­­»­­»¼ ¿
¸·¹¸ °»®½»²¬¿¹» ±º ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ò Ì¿¾´» ï ­«³³¿®·¦»­ ¬¸»

®»­«´¬­ ±º ¬¸» ØÐÔÝ ¿²¿´§­·­ ¿º¬»® ¬¸·±¿½·¼±´§­·­ ·² ¬¸» °®»­»²½»
±º ½§­¬»¿³·²» ø½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­÷ ¿²¼ ¼·®»½¬ ØÐÔÝ ¿²¿´§­·­
ø¹¿´´·½ ¿½·¼ô °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô ¿²¼ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²÷ò ÚèððØì
©¿­ º±«²¼ ¬± ¾» ½±³°±­»¼ ±º ³±­¬´§ ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­
øèíòçû ±º ¬¸» ¬±¬¿´ ¬¿²²·²­÷ô ¾±¬¸ ³±²±³»®­ ¿²¼ °®±¿²¬¸±ó
½§¿²·¼·²­ Åø»°·÷½¿¬»½¸·² ±´·¹±³»®­ ¿²¼ °±´§³»®­Ãò ×¬ ¿´­±
½±²¬¿·²»¼ ïêòïû ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ô ³¿·²´§ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ò
Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ©¿­ ²±¬ ¼»¬»½¬»¼ ·² º®¿½¬·±² ÚèððØìò Ì¸»
½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ ¸¿¼ ¿ ³»¿² ¼»¹®»» ±º °±´§³»®·¦¿¬·±²
ø³ÜÐ÷ ±º îòêô íëû ¹¿´´±§´¿¬·±² ¿²¼ íîû °§®±¹¿´´±´ò Ì¸» ¬±¬¿´
¹¿´´±§´¿¬·±² ±º ¬¸» º®¿½¬·±² ©¿­ ìëòëûò
Ì¿²²·²­ ®»¹«´¿¬» ¼·ºº»®»²¬ ½»´´ º«²½¬·±²­ ¬¸®±«¹¸ ¼·ºº»®»²¬
¿½¬·±²­ ¬¸¿¬ ³¿§ ±® ³¿§ ²±¬ ·²ª±´ª» ®»¼±¨ ®»¿½¬·±²­òîè Í·²½»

Ú·¹«®» ïò Í¬®«½¬«®»­ ±º ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¿²¼ ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ ·² Ø¿³¿³»´·­ ª·®¹·²·¿²¿ ¾¿®µò

Ì¿¾´» ïò Ð±´§°¸»²±´·½ Ý±³°±­·¬·±² ±º ÚèððØì¿

Ý±³°±­·¬·±² ±º ¬¸» Ý±²¼»²­»¼ Ì¿²²·²­ øÝÌ²÷ èíòçû

³ÜÐ û Ù û Ð

îòê íëòð íîòð

û ÙÝ û ÛÙÝ û Ý û ÛÝ û ÛÙÝÙ û ÛÝÙ

ïîòì ðòì îçòï îíòð ïçòï ïëòç

Ý±³°±­·¬·±² ±º ¬¸» Ø§¼®±´§¦¿¾´» Ì¿²²·²­ øØÌ²÷ ïêòïû

û Ùß û ØÌ û ÐÙÙ

ïðòð çðòð ðòð
¿³ÜÐô ³»¿² ¼»¹®»» ±º °±´§³»®·¦¿¬·±²å û Ùô °»®½»²¬¿¹» ±º
¹¿´´±§´¿¬·±²å û Ðô °»®½»²¬¿¹» ·² °§®±¹¿´´±´å ÙÝô ¹¿´´±½¿¬»½¸·²å ÛÙÝô
»°·¹´´±½¿¬»½¸·²å Ýô ½¿¬»½¸·²å ÛÝô »°·½¿¬»½¸·²å ÛÙÝÙô »°·¹¿´´±½¿¬»½¸·²
¹¿´´¿¬»å ÛÝÙô »°·½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬»´å Ùßô ¹¿´´·½ ¿½·¼å ØÌô ¸¿³¿³»´·ó
¬¿²²·²å ÐÙÙô °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ò

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�ííîé



°±´§°¸»²±´­ ³¿§ ¿½¬ ¿­ ¿²¬·±¨·¼¿²¬­ ¿²¼ °®±±¨·¼¿²¬­ô ©»
­¬«¼·»¼ ¬¸» ®»¼±¨ ¿½¬·ª·¬§ ±º Øò ª·®¹·²·¿²¿ ½±³°±«²¼­ ¿²¼
»ª¿´«¿¬»¼ ¬¸»·® º®»» ®¿¼·½¿´ ­½¿ª»²¹·²¹ °®±°»®¬·»­ «­·²¹ ¼·ºº»®»²¬
­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´­ ­«½¸ ¿­ ÜÐÐØô ØÒÌÌÓô ¿²¼ ÌÒÐÌÓò ÜÐÐØ
®»¿½¬­ ©·¬¸ °±´§°¸»²±´­ ¾§ ³»½¸¿²·­³­ ¬¸¿¬ ³¿§ ·²½´«¼» ¾±¬¸
¸§¼®±¹»² ¼±²¿¬·±² ¿²¼ »´»½¬®±² ¬®¿²­º»®ôîç ©¸·´» ØÒÌÌÓ ¿²¼
ÌÒÐÌÓ ¿®» ­»²­·¬·ª» ±²´§ ¬± »´»½¬®±² ¬®¿²­º»®òíð Ì¸» ®»¿½¬·±²­
©·¬¸ ÜÐÐØ ¿²¼ ØÒÌÌÓ ¹¿ª» ·²º±®³¿¬·±² ±² ¬¸» ¬±¬¿´
½¿°¿½·¬§ ¬± ­½¿ª»²¹» ®¿¼·½¿´­ ¾§ ¸§¼®±¹»² ¼±²¿¬·±² ±®
½±²½»®¬»¼ »´»½¬®±² °®±¬±² ¬®¿²­º»® øÜÐÐØ÷ ¿²¼ ¾§ »´»½¬®±²
¬®¿²­º»® øØÒÌÌÓ÷ò Ì¸» ®»¿½¬·±² ©·¬¸ ÌÒÐÌÓ ®»ª»¿´»¼ ¬¸»
°®»­»²½» ±º ¸·¹¸´§ ®»¼±¨ ®»¿½¬·ª» °±­·¬·±²­ò Ì¿¾´» î ­«³³¿®·¦»­
¬¸» ¿½¬·ª·¬·»­ ±º °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ¿²¼ ¬¸»
°®±¿²¬¸±½§¿²·¼·² º®¿½¬·±² ÚèððØì ¿¹¿·²­¬ ¬¸» ­¬¿¾´» º®»»
®¿¼·½¿´­ò Ñª»®¿´´ô °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ¿²¼ ¬¸»
°®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² ÚèððØì ­¸±©»¼ ¿ ­·³·´¿® ¬±¬¿´
­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ô ¿­ ¬¸»·® ²«³¾»® ±º °¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§
¹®±«°­ °»® «²·¬ ±º ³¿­­ ©¿­ ­·³·´¿®ò ×²¬»®»­¬·²¹´§ô ¼·ºº»®»²½»­
©»®» ¼»¬»½¬»¼ ©·¬¸ ÌÒÐÌÓò É¸·´» ¬¸» ­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ ±º
¬¸» °±´§°¸»²±´­ ¿¹¿·²­¬ ÌÒÐÌÓ ·­ ´±© ¾»½¿«­» ±²´§ ­±³» ±º
¬¸» ¸§¼®±¨§ ¹®±«°­ ¿®» ¿¾´» ¬± ¼±²¿¬» »´»½¬®±²­ ¬± ¬¸·­ ®¿¼·½¿´ô
¬¸» °±­­·¾´» »ºº»½¬­ ±º ¬¸»­» ¸§¼®±¨§ ¹®±«°­ ³¿§ ¾» ¾·±´±¹·½¿´´§
®»´»ª¿²¬ ¾»½¿«­» ¬¸»§ ¿®» ¬¸» ³±­¬ ®»¿½¬·ª» °±­·¬·±²­ò Ñ²» ±º
¬¸» °¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§ ¹®±«°­ ·² ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ©¿­ ®»¿½¬·ª»
»²±«¹¸ ¬± ¬®¿²­º»® ·¬­ »´»½¬®±² ¬± ÌÒÐÌÓô ©¸·´» °»²¬¿¹¿´´±§´ó
¹´«½±­» ©¿­ ³«½¸ ´»­­ ®»­°±²­·ª» øÌ¿¾´» îô ´¿­¬ ½±´«³²÷ò
Ø¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿²¼ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ¿®» ­¬®«½¬«®¿´´§
­·³·´¿®ò ×² ¬¸» ½¿­» ±º ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¬¸±«¹¸ô ¬¸»®» ·­ ¿
¸§¼®±¨§ ³±·»¬§ ¹»³·²¿´ ¬± ±²» ±º ¬¸» ¹¿´´¿¬» »­¬»®­ô ¿²¼ ¬¸·­
³·¹¸¬ »¨°´¿·² ¬¸» ¼·ºº»®»²½»­ ¼»¬»½¬»¼ ·² ¬¸» ®»¿½¬·ª·¬§ ¿¹¿·²­¬
¬¸» ÌÒÐÌÓ ®¿¼·½¿´ò Ì¸» »¨¬®¿ ¸§¼®±¨§ ¹®±«° ³·¹¸¬ °¿®¬·½·°¿¬»
·² ¿ ¸§¼®±¹»² ¾±²¼ ©·¬¸ ¬¸» ½¿®¾±²§´ ¹®±«° º®±³ ¬¸» ¹¿´´¿¬»
³±·»¬§ ¬± º±®³ ¿ ­·¨ó³»³¾»®»¼ ®·²¹ò Ì¸·­ ½±«´¼ ·²¬®±¼«½» ¿
½±²º±®³¿¬·±²¿´ ®»­¬®·½¬·±² ©·¬¸ ´±­­ ±º °´¿²¿®·¬§ ¿²¼ ­«¾­»¯«»²¬
´±­­ ±º ½±²¶«¹¿¬·±² ©·¬¸·² ¬¸» ¹¿´´¿¬» ³±·»¬§ò Ì¸» »¨¬»²¼»¼
½±²¶«¹¿¬·±² ±º ¬¸» ½¿®¾±²§´ ¿²¼ ¿®±³¿¬·½ ¹®±«°­ ·­ ¬¸» ®»¿­±²
¬¸¿¬ ¹¿´´¿¬»­ ¿®» ´»­­ ®»¿½¬·ª» ¬¸¿² °§®±¹¿´´±´­òíï Ì¸» ®»­«´¬­ ©·¬¸
ÌÒÐÌÓ ·²¼·½¿¬» ¬¸¿¬ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ·­ °¿®¬·½«´¿®´§ ®»¿½¬·ª»
¿²¼ ³¿§ »ª»² °¿®¬·½·°¿¬» ·² ¬¸» º±®³¿¬·±² ±º ÎÑÍ ¬¸®±«¹¸
»´»½¬®±² ¬®¿²­º»® ¬± ±¨§¹»² ¬± º±®³ ¬¸» ­«°»®±¨·¼» ®¿¼·½¿´ò
Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ¸¿­ ¾»»² ­¸±©² ¬± ·²¸·¾·¬ ¼·ºº»®»²¬
³¿´·¹²¿²½·»­òïðôïïôïí Ð±¬»²¬·¿´ ³»½¸¿²·­³­ º±® ·¬­ ¿²¬·½¿²½»®
¿½¬·ª·¬§ ·²½´«¼» ¿²¬·¿²¹·±¹»²»­·­ô ¿²¬·°®±´·º»®¿¬·±²ô Íó°¸¿­» ¿²¼
Ùïó°¸¿­» ½»´´ ½§½´» ¿®®»­¬ô ·²¼«½¬·±² ±º ¿°±°¬±­·­ô ¿²¼ ¿²¬·ó
·²º´¿³³¿¬±®§ ¿²¼ ¿²¬·±¨·¼¿¬·ª» »ºº»½¬­ ò Ð«¬¿¬·ª» ³±´»½«´¿®
¬¿®¹»¬­ ·²½´«¼» °ëíô Í¬¿¬íô Ý±¨óîô ÊÛÙÚÎïô ßÐóïô ÍÐóïô Ò®ºóîô
¿²¼ ÓÓÐóçò Ì¸·­ ­¬«¼§ ®»°±®¬­ º±® ¬¸» º·®­¬ ¬·³» ¬¸» ®±´» ±º
°»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ·² ½±´±² ½¿²½»®ò É» ­¬«¼·»¼ ¸»®» ¬¸»
ª·¿¾·´·¬§ô ¬¸» ½»´´ ½§½´»ô ¿²¼ ¬¸» ¿°±°¬±­·­ °®±½»­­ ·² ¸«³¿²
½±´±®»½¬¿´ ¿¼»²±½¿®½·²±³¿ ØÌîç ½»´´­ò ×² ¬¸»­» ¾·±¿­­¿§­ô
¼·ºº»®»²¬ °±­·¬·ª» ½±²¬®±´­ ©»®» «­»¼ò Û°·¹¿´´±½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬»
øÛÙÝÙ÷ô ¿ ³¿¶±® ½¿¬»½¸·² ·² ¹®»»² ¬»¿ ¼»­½®·¾»¼ ¬± ¸¿ª»
¿²¬·¬«³±® ¿½¬·ª·¬§ôíîôíí ©¿­ «­»¼ ¿­ ¿ ­¬¿²¼¿®¼ ·² ¬¸» ½»´´

ª·¿¾·´·¬§ ¿­­¿§­å ¬¸» ½»´´ ½§½´» ·²¸·¾·¬±® ¸§¼®±¨§«®»¿ øØË÷ ©¿­
«­»¼ ¿­ ¿ ­¬¿²¼¿®¼ ·² ¬¸» ½»´´ ½§½´» »¨°»®·³»²¬­ôíì ¿²¼
­¬¿«®±­°±®·²» øÍÌ÷ ©¿­ «¬·´·¦»¼ ¿­ ¿ °±­·¬·ª» ½±²¬®±´ ·² ¬¸»
¿°±°¬±­·­ ¿­­¿§­òíë Ì®»¿¬³»²¬ ©·¬¸ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ®»¼«½»¼
¬¸» ª·¿¾·´·¬§ ±º ØÌîç ½»´´­ ©·¬¸ ¿² ×Ýëð ª¿´«» ±º îè o èòè ¹ñ
³Ô øÚ·¹«®» î¿÷ ¿²¼ ·²¼«½»¼ ïïû ¿°±°¬±­·­ ½±³°¿®»¼ ¬±
½±²¬®±´ ½»´´­ô ëû ²»½®±­·­ øÚ·¹«®» í÷ô ¿²¼ Íó°¸¿­» ¿®®»­¬ ·² ¬¸»
½»´´ ½§½´» ©·¬¸ èû ·²½®»¿­» ·² ¬¸» °±°«´¿¬·±² ±º ½»´´­ ·² ¬¸» Í
°¸¿­» ¿²¼ ¿ ½±²½±³·¬¿²¬ ¼»½®»¿­» ·² ¬¸» °»®½»²¬¿¹» ±º ½»´´­ ·²
¬¸» Ùï ¿²¼ Ùî °¸¿­»­ øÚ·¹«®» ì÷ò Þ»½¿«­» °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»
·²¸·¾·¬­ ÜÒß ®»°´·½¿¬·ª» ­§²¬¸»­·­ ©·¬¸ ¹®»¿¬»® »ºº·½¿½§ ¬¸¿² ¿
µ²±©² ÜÒß °±´§³»®¿­»ó¿´°¸¿ ·²¸·¾·¬±®ô ¿°¸·¼±½±´·²ôíê ¬¸·­
³¿§ »¨°´¿·² ¬¸» ¿®®»­¬ ·² ¬¸» Í °¸¿­»ò Ì¸» ¿²¬·¬«³±® »ºº»½¬­ ±º
¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¸¿ª» ²±¬ ¾»»² »¨¿³·²»¼ô »¨½»°¬ º±® ·¬­
¿²¬·¹»²±¬±¨·½ ¿½¬·±² ·² Ø»°Ùî ¸«³¿² ¸»°¿¬±³¿ ½»´´­ ®»°±®¬»¼
¾§ Ü¿«»® »¬ ¿´òôíé ¿­ ©»´´ ¿­ ·¬­ ¿²¬·óÌÒÚïè ¿²¼ ¿²¬·óÔÑÈ
¿½¬·ª·¬·»­òîð Ì¸» ½»´´«´¿® ³»½¸¿²·­³ ¬¸¿¬ ¬¸·­ ¸§¼®±´§¦¿¾´»
¬¿²²·² ·²¼«½»­ ³¿§ ¾» ®»´¿¬»¼ ¬± ¬¸» ·²¸·¾·¬·±² ±º ¬¸» ¬«³±®
²»½®±­·­ º¿½¬±® ·¬­»´º ¿²¼ ·¬­ ®»½»°¬±®ô ©¸·½¸ ¿ºº»½¬ ¿°±°¬±­·­ô
²»½®±­·­ô ¿²¼ ½»´´ ½§½´» °®±½»­­»­ò ß­ ¿ ®»­«´¬ô ¿º¬»® ¬®»¿¬³»²¬
©·¬¸ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ©» ±¾­»®ª»¼ ¿ ®»¼«½¬·±² ·² ¬¸» ª·¿¾·´·¬§
±º ØÌîç ½»´´­ ©·¬¸ ¿² ×Ýëð ±º îð o ìòë ¹ñ³Ô øÚ·¹«®» î¿÷ ¿²¼
·²¼«½¬·±² ±º îêû ¿°±°¬±­·­ô ïìû ²»½®±­·­ øÚ·¹«®» í÷ô ¿²¼ Íó
°¸¿­» ¿®®»­¬ ·² ¬¸» ½»´´ ½§½´» ©·¬¸ ¿ ïêû ·²½®»¿­» ·² ¬¸»
°±°«´¿¬·±² ±º ½»´´­ ·² ¬¸·­ °¸¿­» øÚ·¹«®» ì÷ò É·¬¸ ®»¹¿®¼ ¬±
½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ô °®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²­ º®±³ ª¿®·±«­ ­±«®½»­
¸¿ª» ¾»»² ®»°±®¬»¼ ¬± ·²¸·¾·¬ ½±´±² ½¿²½»® ½»´´­òíèôíç Ì®»¿¬³»²¬
±º ¬¸» ¸«³¿² ½±´±² ¿¼»²±½¿®½·²±³¿ ØÌîç ½»´´ ´·²» ©·¬¸ ¬¸»
°®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² ÚèððØì »¨¬®¿½¬»¼ º®±³ ©·¬½¸
¸¿¦»´ ¾¿®µ ©¿­ ´»­­ »ºº»½¬·ª» ¿¬ ·²¸·¾·¬·²¹ ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ø×Ýëð ã íè
o ìòì ¹ñ³Ôå Ú·¹«®» î¿÷ ¿²¼ ·²¼«½·²¹ ¿°±°¬±­·­ øçû÷ ¿²¼
²»½®±­·­ øêû÷ øÚ·¹«®» í÷ ¬¸¿² ¬¸» ­¿³» ¬®»¿¬³»²¬ ©·¬¸
¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ò ÚèððØì ¸¿¼ ´·¬¬´» »ºº»½¬ ±² ¬¸» ²±®³¿´
½»´´ ½§½´» ¼·­¬®·¾«¬·±² ¿°¿®¬ º®±³ ¿ ­´·¹¸¬ ·²½®»¿­» ·² ¬¸» Í ¿²¼
Ùî °¸¿­»­ øÚ·¹«®» ì÷ò
Ñª»®¿´´ô ¬¸» ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ ©»®» ³±®» »ºº»½¬·ª» ¬¸¿²
¬¸» ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ò ×²¬»®»­¬·²¹´§ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ©¸·½¸
·²½´«¼»­ ¿ ¸·¹¸´§ ®»¿½¬·ª» °±­·¬·±²ô ¿­ ¼»³±²­¬®¿¬»¼ ¾§ ·¬­
®»¿½¬·±² ©·¬¸ ÌÒÐÌÓ øÌ¿¾´» î÷ô ­¸±©»¼ ¬¸» ­¬®±²¹»­¬
·²¸·¾·¬·±² ±º ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ô ·²¼«½¬·±² ±º ¿°±°¬±­·­ ¿²¼ ²»½®±­·­ô
¿²¼ ½»´´ ½§½´» ¿®®»­¬ ·² ¬¸» Í °¸¿­» ·² ØÌîç ½±´±² ½¿²½»® ½»´´­
øÚ·¹«®»­ î¿ô íô ì÷ò Ì¸» »ºº»½¬ ±º ¬¸·­ ®»¿½¬·ª» °±­·¬·±² ·²
¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ³¿§ »ª»² ¾» °®±±¨·¼¿²¬ò Ì¸» °®±±¨·¼¿²¬ »ºº»½¬
±º ­±³» °±´§°¸»²±´­ ¸¿­ ¾»»² ¼·­½«­­»¼ »¨¬»²­·ª»´§ô ¿²¼ ·¬ ¸¿­
¾»»² ­«¹¹»­¬»¼ ¬¸¿¬ ³±¼»®¿¬» ¹»²»®¿¬·±² ±º ÎÑÍ ³¿§ °®±¼«½»
¿² ¿²¬·±¨·¼¿²¬ »ºº»½¬ ¾§ º±­¬»®·²¹ ¬¸» »²¼±¹»²±«­ ¼»º»²­»­òìðôìï

Ì¸»®»º±®»ô ·² ±«® ¿­­¿§­ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ³¿§ »¨»®¬ ·¬­ ¿½¬·ª·¬§ô
¿¬ ´»¿­¬ ·² °¿®¬ô ¾§ °®±ª·¼·²¹ ³·´¼ °®±±¨·¼¿²¬ ½¸¿´´»²¹»­
¬¸®±«¹¸ »´»½¬®±² ¬®¿²­º»® ®»¿½¬·±²­ ´»¿¼·²¹ ¬± ³±¼»®¿¬»
º±®³¿¬·±² ±º ÎÑÍò
Ñ² ¬¸» ±¬¸»® ¸¿²¼ô ­·²½» ·¬ ¸¿­ ¾»»² ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ ¿²
·²½®»¿­» ·² »²¼±¹»²±«­ ÎÑÍ ´»ª»´­ ·­ ®»¯«·®»¼ º±® ¬¸» ¬®¿²­·¬·±²
º®±³ ¬¸» Ùï ¬± ¬¸» Í °¸¿­» ±º ¬¸» ½»´´ ½§½´»ôìî ¬¸» ½»´´ ½§½´»

Ì¿¾´» îò Ø§¼®±¹»² Ü±²¿¬·±² ¿²¼ Û´»½¬®±² Ì®¿²­º»® Ý¿°¿½·¬§

ÜÐÐØ ØÒÌÌÓ ÌÒÐÌÓ

ÛÝëð
¿ ßÎÐ¾ Øñ»½ ÛÝëð

¿ ßÎÐ¾ »½ ÛÝëð
¿ ßÎÐ¾ »½

ÐÙÙ îíòè ìîòð ïçòè ëìòè ïèòî èòê îìðíòç ðòì ðòî

ØÌ îéòè íêòî èòè éïòî ïìòð íòì ïïêòî îòî ïòð

ÚèððØì íçòè îëòï îéòï êêòé ïëòð ïêòî ïéêïòê ðòê ðòé
¿ÛÝëðô ¹ ±º °±´§°¸»²±´ñ ³±´ ±º ®¿¼·½¿´ò

¾ßÎÐô ø´ñÛÝëð÷ I ïð
íò ½Ò«³¾»® ±º ¸§¼®±¹»² ¿¬±³­ ¼±²¿¬»¼ ±® »´»½¬®±²­ ¬®¿²­º»®®»¼ ¬± ¬¸» ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´

°»® ³±´»½«´» ±º °±´§°¸»²±´ô ½¿´½«´¿¬»¼ ¿­ ¬¸» ·²ª»®­» ±º î I ³±´¿® ÛÝëðò

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�ííîè



¿®®»­¬ ·² ¬¸» Í °¸¿­» ·²¼«½»¼ ¾§ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ½±³°±«²¼­ ³¿§ ¾»
»¨°´¿·²»¼ ¬± ­±³» »¨¬»²¬ ¾§ ·¬­ ÎÑÍ ­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ò
×² ¬¸» ­»¿®½¸ º±® ½±³°±«²¼­ ±® º®¿½¬·±²­ ¬¸¿¬ ·²¸·¾·¬ ½¿²½»®
½»´´ ¹®±©¬¸ ©·¬¸±«¬ ¸¿®³·²¹ ²±®³¿´ ½»´´­ô ¬¸» ¿²¬·°®±´·º»®¿¬·ª»
½¿°¿½·¬§ ±º °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ¿²¼ ¬¸»
°®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² ÚèððØì ©¿­ ¼»¬»®³·²»¼ ·²
ÒÝÓìêð ¸«³¿² ½±´±²±½§¬»­ò ÒÝÓìêð ¿®» ²±²¬«³±®·¹»²·½
½»´´­ ¼»®·ª»¼ º®±³ ²±®³¿´ ½±´±² ³«½±­¿ ¬¸¿¬ ¸¿­ ²±¬ ¾»»²
·²º»½¬»¼ ±® ¬®¿²­º»½¬»¼ ©·¬¸ ¿²§ ¹»²»¬·½ ·²º±®³¿¬·±²òìí Ì¸·­ ·­

¬¸» º·®­¬ ½±³°¿®·­±² ±º ¬¸» »ºº»½¬­ ±º ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ½±³°±«²¼­ ±²
¬¸» ¹®±©¬¸ ±º ²±²¬®¿²­º±®³»¼ ½±´±²±½§¬»­ ¿²¼ ½¿²½»®±«­
½±´±² ½»´´­ò Ñ«® ®»­«´¬­ ­¸±© ¬¸¿¬ ¬¸» ½±²½»²¬®¿¬·±²­ ±º
¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿²¼ ÚèððØì ½¿°¿¾´» ±º ·²¼«½·²¹ ¬¸» ¼»¿¬¸ ±º
ØÌîç ½»´´­ øÚ·¹«®» î¿÷ ¸¿¼ ²± ¸¿®³º«´ »ºº»½¬­ ±² ²±®³¿´ ½±´±²
½»´´­ ø×Ýëð ¸·¹¸»® ¬¸¿² ïðð ¹ñ³Ô º±® ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿²¼
ÚèððØì÷ øÚ·¹«®» î½÷ô ©¸»®»¿­ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ·²¸·¾·¬»¼
¾±¬¸ ½¿²½»®±«­ ¿²¼ ²±®³¿´ ½»´´ ¹®±©¬¸ øÚ·¹«®» î¿ô ½÷ò
Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ·²¸·¾·¬»¼ ÒÝÓìêð ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ©·¬¸ ¿²
×Ýëð ±º îí ¹ñ³Ô o îòì øÚ·¹«®» î¿ô ½÷ò
×¬ ¸¿­ ¾»»² ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ °±´§°¸»²±´ó³»¼·¿¬»¼ ÎÑÍ
º±®³¿¬·±² ·² ½»´´ ½«´¬«®» ³»¼·«³ ½¿² ´»¿¼ ¬± ¬¸» ¿®¬·º¿½¬«¿´
³±¼«´¿¬·±² ±º ½§¬±¬±¨·½·¬§ ¿¬¬®·¾«¬»¼ ¬± °±´§°¸»²±´ »¨°±­«®»ò
ß½½±®¼·²¹´§ô Ý¸¿· »¬ ¿´ò ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ ØîÑîó³»¼·¿¬»¼
½§¬±¬±¨·½·¬§ô ®»­«´¬·²¹ º®±³ ·²½«¾¿¬·±² ±º ÐÝïî ½»´´­ ©·¬¸
¹®»»² ¬»¿ ±® ®»¼ ©·²»ô ©¿­ ½±³°´»¬»´§ °®»ª»²¬»¼ ¾§ ¬¸»
¿¼¼·¬·±² ±º ¾±ª·²» ´·ª»® ½¿¬¿´¿­» ¬± ¬¸» ½«´¬«®» ³»¼·«³òìì ß´´
Ø¿³¿³»´·­ ½±³°±«²¼­ ¬»­¬»¼ ¬±¹»¬¸»® ©·¬¸ ¬¸» °±­·¬·ª»

Ú·¹«®» îò ø¿÷ Ûºº»½¬ ±² ØÌîç ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ±º ¼·ºº»®»²¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²­
±º Ø¿³¿³»´·­ ª·®¹·²·¿²¿ ½±³°±«²¼­ ·² ÜÓÛÓò ø¾÷ Ûºº»½¬ ±² ØÌîç
½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ±º ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ½±³°±«²¼­ ·² ÜÓÛÓ ­«°°´»³»²¬»¼ ©·¬¸
½¿¬¿´¿­» øïðð Ëñ³Ô÷ò ø½÷ Ûºº»½¬ ±º Ø¿³¿³»´·­ °®±¼«½¬­ ±² ÒÝÓìêð
½±´±²±½§¬» ¹®±©¬¸ò ×² ¿´´ ½¿­»­ »°·¹¿´´±½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬» ·­ «­»¼ ¿­ ¿
­¬¿²¼¿®¼ò Ê¿´«»­ ¿®» ®»°®»­»²¬»¼ ¿­ ³»¿² ±º °»®½»²¬¿¹» ±º ½»´´ ª·¿¾·´·¬§
©·¬¸ ®»­°»½¬ ¬± ½±²¬®±´ ½»´´­ o ­¬¿²¼¿®¼ »®®±® ±º ¬¸®»» ·²¼»°»²¼»²¬
»¨°»®·³»²¬­ò

Ú·¹«®» íò Û¿®´§ ¿°±°¬±¬·½ ½»´´­æ ¿²²»¨·² ÊõñÐ×�ò Ô¿¬» ¿°±°¬±¬·½ñ
²»½®±¬·½ ½»´´­æ ¿²²»¨·² ÊõñÐ×õ ¿²¼ ¿²²»¨·² Ê�ñÐ×õò Í¬¿«®±­°±®·²» ·­
«¬·´·¦»¼ ¿­ ¿ °±­·¬·ª» ½±²¬®±´ò Ê¿´«»­ ¿®» »¨°®»­­»¼ ¿­ ³»¿² o ­¬¿²¼¿®¼
¼»ª·¿¬·±² ±º ¬¸®»» ­»°¿®¿¬» »¨°»®·³»²¬­ò öö° ä ðòððïô ­·¹²·º·½¿²¬
¼·ºº»®»²½» ©·¬¸ ®»­°»½¬ ¬± ¬¸» ½±®®»­°±²¼·²¹ ª¿´«» ·² «²¬®»¿¬»¼ ½»´´­
øÝ¬÷ò

Ú·¹«®» ìò Ò±®³¿´·¦»¼ °»®½»²¬¿¹»­ ±º ½»´´­ ·² ¼·ºº»®»²¬ ½»´´ ­¬¿¹»­ò Ý»´´
°¸¿­»­ ¿²¿´§¦»¼æ Ù´ô Íô ¿²¼ Ùîò Ì¸» ½»´´ ½§½´» ·²¸·¾·¬±® ¸§¼®±¨§«®»¿
©¿­ «­»¼ ¿­ ¿ ­¬¿²¼¿®¼ò Ó»¿² o ­¬¿²¼¿®¼ ¼»ª·¿¬·±² ±º ¬¸®»» ­»°¿®¿¬»
»¨°»®·³»²¬­ò ö° ä ðòðëå öö° ä ðòððïô ­·¹²·º·½¿²¬ ¼·ºº»®»²½» ©·¬¸ ®»­°»½¬
¬± ½±²¬®±´ ½»´´­ øÝ¬÷ò

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�ííîç



½±²¬®±´ «­»¼ øÛÙÝÙ÷ìëôìê ¹»²»®¿¬»¼ ØîÑî ·² ¿ ½±²½»²¬®¿¬·±²ó
¼»°»²¼»²¬ ³¿²²»® ·² ÜÓÛÓ øÚ·¹«®» ë¿÷ò Ø¿³¿³»´·¬¿²²·²

­¸±©»¼ ¬¸» ¸·¹¸»­¬ ØîÑî °®±¼«½¬·±²ô ¿¬ ïðð ¹ñ³Ôò ß­
»¨°»½¬»¼ô ­«°°´»³»²¬·²¹ ¬¸» ½»´´ ½«´¬«®» ³»¼·«³ ©·¬¸ ïðð Ëñ
³Ô ½¿¬¿´¿­» ®»­«´¬»¼ ·² ¿´³±­¬ ½±³°´»¬» ¼»½±³°±­·¬·±² ±º
°±´§°¸»²±´ó¹»²»®¿¬»¼ ØîÑî ·² ¿´´ ½¿­»­ øÚ·¹«®» ë¾÷ò Ì¸» ²»¨¬
­¬»° ©¿­ ¬± ­¬«¼§ ¬¸» ¿²¬·°®±´·º»®¿¬·ª» ½¿°¿½·¬§ ±º Øò ª·®¹·²·¿²¿
°±´§°¸»²±´·½­ ¾§ ½±ó·²½«¾¿¬·²¹ ©·¬¸ ½¿¬¿´¿­»ò Ì¸·­ »²¦§³» ¸¿¼
´·¬¬´» »ºº»½¬ ±² ØÌîç ½»´´­ ·²½«¾¿¬»¼ ©·¬¸ ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­
ø×Ýëð ·² ÜÓÛÓ ã îè ¹ñ³Ô o èòè øÚ·¹«®» î¿÷ñ×Ýëð ·²
ÜÓÛÓ ©·¬¸ ½¿¬¿´¿­» ã íì ¹ñ³Ô o ïòî øÚ·¹«®» î¾÷ º±®
°»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ¿²¼ ×Ýëð ·² ÜÓÛÓ ã îð ¹ñ³Ô o ìòë
øÚ·¹«®» î¿÷ñ×Ýëð ·² ÜÓÛÓ ©·¬¸ ½¿¬¿´¿­» ãïí ¹ñ³Ô o ìòê
øÚ·¹«®» î¾÷ º±® ¸¿³¿³»´·¬¿²²·²÷ô ©¸»®»¿­ ÚèððØì ½§¬±¬±¨·½·¬§
©¿­ ­¸±©² ¬± ¾» °¿®¬·¿´´§ ¿¬¬®·¾«¬¿¾´» ¬± ØîÑîó³»¼·¿¬»¼
³±¼«´¿¬·±² ø×Ýëð ·² ÜÓÛÓ ã íè ¹ñ³Ô o ìòì øÚ·¹«®» î¿÷ñ
×Ýëð ·² ÜÓÛÓ ©·¬¸ ½¿¬¿´¿­» ã çë ¹ñ³Ô o èòé øÚ·¹«®» î¾÷÷ò
Ì¸·­ »ºº»½¬ ·­ °®±¾¿¾´§ ¬®·¹¹»®»¼ ¾§ ¬¸» ¸·¹¸´§ ®»¿½¬·ª»
°§®±¹¿´´±´ ³±·»¬·»­ ·² ¬¸» ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ò ×²¬»®»­¬·²¹´§ô
¬¸» ®»­«´¬­ ±¾¬¿·²»¼ º±® ¬¸» °±­·¬·ª» ½±²¬®±´ô ÛÙÝÙô ¿ º´¿ª¿²óíó
±´ ©·¬¸ ¿ °§®±¹¿´´±´ Þó®·²¹ô ¿®» ·² ¿½½±®¼¿²½» ©·¬¸ ¬¸·­
¸§°±¬¸»­·­ò Ý±²­»¯«»²¬´§ô ¬¸» ¼·ºº»®»²½» ¾»¬©»»² ¬¸» ×Ýëð

ª¿´«» ±º ÚèððØì ¼»¬»®³·²»¼ ·² ØÌîç ½»´´­ ·²½«¾¿¬»¼ ©·¬¸
½¿¬¿´¿­» øÚ·¹«®» î¾÷ ¿²¼ ¬¸» ª¿´«» »­¬¿¾´·­¸»¼ ·² ÒÝÓìêð ½»´´­
øÚ·¹«®» î½÷ ·­ ²±¬ ¿­ ¸·¹¸ ¿­ ©¸»² ©» ½±³°¿®»¼ ¬¸» ®»­«´¬­
±¾¬¿·²»¼ º±® ØÌîç ©·¬¸±«¬ ½¿¬¿´¿­» øÚ·¹«®» î¿÷ô ©¸·½¸ ©»®»
¿®¬·º¿½¬«¿´ô ©·¬¸ ÒÝÓìêð øÚ·¹«®» î½÷ò Ì¸·­ ¼»³±²­¬®¿¬»­ ¬¸¿¬ô
¿­ ©·¬¸ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ô ÚèððØì ·­ ²±¬ ½±³°´»¬»´§ ­°»½·º·½
¿¹¿·²­¬ ½¿²½»® ½»´´­ò ×²¬»®»­¬·²¹´§ô ¬¸» ½§¬±¬±¨·½ ¿½¬·ª·¬§ ±º
¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ©¿­ ²±¬ ³±¼·º·»¼ ¾§ ¬¸» ¿¼¼·¬·±² ±º ½¿¬¿´¿­» ¬±
¬¸» ³»¼·«³ò
×² ­«³³¿®§ô ©» ½±²½´«¼» ¬¸¿¬ °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ¿²¼ ¬¸»
°®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² ÚèððØì ¼± ²±¬ ­¸±© ­°»½·º·½·¬§
º±® ½¿²½»®±«­ ½»´´­ô ©¸»®»¿­ ¸¿³¿³»´·¬¿²²·² ·­ ¿ °®±³·­·²¹
½¸»³±¬¸»®¿°»«¬·½ ¿¹»²¬ô ©¸·½¸ ³·¹¸¬ ¾» «­»¼ º±® ¬¸» ¬®»¿¬³»²¬
±º ½±´±² ½¿²½»® ©·¬¸±«¬ ½±³°®±³·­·²¹ ¬¸» ª·¿¾·´·¬§ ±º ²±®³¿´
½±´±² ½»´´­ò Ø¿³¿³»´·¬¿²²·² ¿°°»¿®­ ¬± ½±²¬¿·² ¿ ¸·¹¸´§
®»¿½¬·ª» °¸»²±´·½ °±­·¬·±² ¬¸¿¬ ½¿² ¾» ¼»¬»½¬»¼ ¾§ ¬¸» ­¬¿¾´»
®¿¼·½¿´ ÌÒÐÌÓô ©¸·½¸ ³¿§ »¨°´¿·² ·¬­ »ºº·½¿½§ ¿¬ ·²¸·¾·¬·²¹
½±´±² ½¿²½»® ½»´´ ¹®±©¬¸ò Ì¸»­» º·²¼·²¹­ ³¿§ ´»¿¼ ¬± ¿ ¾»¬¬»®
«²¼»®­¬¿²¼·²¹ ±º ¬¸» ­¬®«½¬«®»�¾·±¿½¬·ª·¬§ ®»´¿¬·±²­¸·° ±º
¬¿²²·²­ô ©¸·½¸ ­¸±«´¼ ¾» ±º ¿­­·­¬¿²½» º±® º±®³«´¿¬·±²­ ±º
½¸»³±°®»ª»²¬·ª» ¿²¼ ½¸»³±¬¸»®¿°»«¬·½ ¿¹»²¬­ò

ÛÈÐÛÎ×ÓÛÒÌßÔ ÍÛÝÌ×ÑÒ

Ù»²»®¿´ Û¨°»®·³»²¬¿´ Ð®±½»¼«®»­ò ËÊ ³»¿­«®»³»²¬­ ©»®»
³¿¼» ±² ¿ Ý¿®§ ëðóÞ·± ËÊ ­°»½¬®±°¸±¬±³»¬»® øÊ¿®·¿²ô Ð¿´± ß´¬±ô Ýßô
ËÍß÷ò Í»³·°®»°¿®¿¬·ª» ½¸®±³¿¬±¹®¿°¸§ ©¿­ ½±²¼«½¬»¼ ±² ¿ É¿¬»®­
­§­¬»³ øÓ·´º±®¼ô Óßô ËÍß÷ «­·²¹ ¿² ÈóÌ»®®¿ Ýïè øïç I îëð ³³ô ïð
³÷ ½±´«³²ò ØÐÔÝ ©¿­ ½¿®®·»¼ ±«¬ ±² ¿ Ø·¬¿½¸· øÍ¿² Ö±­»ô Ýßô ËÍß÷
­§­¬»³ »¯«·°°»¼ ©·¬¸ ¿ ¯«¿¬»®²¿®§ °«³°ô ¿«¬±­¿³°´»®ô ¿²¼ ¼·±¼»
¿®®¿§ ¼»¬»½¬±® ¿²¼ ¿² ¿²¿´§¬·½¿´ Õ®±³¿­·´ Ýïè øÌ»µ²±µ®±³¿ô
Þ¿®½»´±²¿ô Í°¿·²÷ ½±´«³²ò ß´´ ½¸»³·½¿´­ ©»®» °«®½¸¿­»¼ º®±³
Í·¹³¿óß´¼®·½¸ Ý±ò øÍ¬ Ô±«·­ô ÓÑô ËÍß÷ô «²´»­­ ±¬¸»®©·­» ­°»½·º·»¼ò
Ú±® »¨¬®¿½¬·±²ô ©» «­»¼ ¼»·±²·¦»¼ ©¿¬»®ô ¾«´µ Û¬ÑØ øÓ±³°´»¬ §
Û­¬»¾¿²ô Þ¿®½»´±²¿ô Í°¿·²÷ô ¾«´µ ¿½»¬±²» øÏ«·³·ª·¬¿ô Í¿²¬ ß¼®·¿ ¼»´
Þ»­±­ô Í°¿·²÷ô ¿²¼ ¾«´µ ¸»¨¿²» ø¿´µ¿²»­ ³·¨¬«®»÷ øÏ«·³·ª·¬¿÷ò Ú±®
°«®·º·½¿¬·±²ô ¼»·±²·¦»¼ ©¿¬»®ô ¿²¿´§¬·½¿´ ¹®¿¼» Ó»ÑØ øÐ¿²®»¿½ô
Ó±²¬½¿¼¿ · Î»·¨¿½ô Í°¿·²÷ô ¿²¿´§¬·½¿´ ¹®¿¼» ¿½»¬±²» øÝ¿®´± Û®¾¿ô
Ó·´¿²±ô ×¬¿´§÷ô ¿²¼ °®»°¿®¿¬·ª» ¹®¿¼» ÝØíÝÒ øÛò Ó»®½µô Ü¿®³­¬¿¼¬ô
Ù»®³¿²§÷ ©»®» «­»¼ º±® ­»³·°®»°¿®¿¬·ª» ¿²¼ °®»°¿®¿¬·ª» ½¸®±³¿¬±¹ó
®¿°¸§å ³·´´·óÏ ©¿¬»® ¿²¼ ØÐÔÝ ¹®¿¼» ÝØíÝÒ øÛò Ó»®½µ÷ ©»®» «­»¼
º±® ¿²¿´§¬·½¿´ ÎÐóØÐÔÝò ß²¿´§¬·½¿´ ¹®¿¼» Ó»ÑØ øÐ¿²®»¿½÷ ©¿­ «­»¼
º±® ¬¸·±¿½·¼±´§­·­ ¿²¼ º®»» ®¿¼·½¿´ ­½¿ª»²¹·²¹ ¿­­¿§­ô ¿²¼ ¿²¿´§¬·½¿´
¹®¿¼» ÝØíÝ´ øÐ¿²®»¿½÷ ©¿­ «­»¼ º±® ¬¸» »´»½¬®±² ¬®¿²­º»® ¿­­¿§­ò ÌÚß
øÚ´«±®±½¸»³ô Ü»®¾§­¸·®»ô ËÕ÷ ¾·±¬»½¸ ¹®¿¼» ©¿­ ¼·­¬·´´»¼ ·²ó¸±«­»ò
ØÝ´ øíéû÷ ¿²¼ ØÑß½ ©»®» º®±³ Ûò Ó»®½µò Û¬íÒ øÛò Ó»®½µ÷ ©¿­ ±º
¾«ºº»® ¹®¿¼»ò Ü»«¬»®¿¬»¼ ­±´ª»²¬­ º±® ÒÓÎ ©»®» º®±³ ÍÜÍ øÐ»§°·²ô
Ú®¿²½»÷ò ÜÐÐØ øçëû÷ ©¿­ º®±³ ß´¼®·½¸ øÙ·´´·²¹¸¿³óÜ±®­»¬ô ËÕ÷ô
¿²¼ êó¸§¼®±¨§óîôëôéôèó¬»¬®¿³»¬¸§´½¸®±³¿²óîó½¿®¾±¨§´·½ ¿½·¼ øÌ®±´±¨÷
øçéû÷ ©¿­ º®±³ ß´¼®·½¸ øÓ·´©¿«µ»»ô É×ô ËÍß÷ò ØÒÌÌÓ ¿²¼
ÌÒÐÌÓ ®¿¼·½¿´­ ©»®» ­§²¬¸»­·¦»¼ ¿­ ¼»­½®·¾»¼ »´­»©¸»®»òíðôìé

ß²¬·¾·±¬·½­ øïð ððð Ëñ³Ô °»²·½·´´·²ô ïð ððð ¹ñ³Ô ­¬®»°¬±³§½·²÷
©»®» ±¾¬¿·²»¼ º®±³ Ù·¾½±óÞÎÔ øÛ¹¹»²­¬»·²ô Ù»®³¿²§÷ô º»¬¿´ ½¿´º
­»®«³ øÚÝÍ÷ ©¿­ º®±³ ×²ª·¬®±¹»² øÐ¿·­´»§ô ËÕ÷ô ¿²¼ ¬®§°­·² ÛÜÌß
­±´«¬·±² Ý øðòðëû ¬®§°­·²�ðòðîû ÛÜÌß÷ ©¿­ º®±³ Þ·±´±¹·½¿´
×²¼«­¬®·»­ øÕ·¾¾«¬¦ Þ»·¬ Ø¿»³»¬ô ×­®¿»´÷ò Ì¸» ¿²²»¨·² ÊñÚ×ÌÝ µ·¬
©¿­ ±¾¬¿·²»¼ º®±³ Þ»²¼»® Í§­¬»³ øÊ·»²²¿ô ß«­¬®·¿÷ò ÓíÞ¿­» ³»¼·«³
©¿­ °«®½¸¿­»¼ º®±³ ×ÒÝÛÔÔ øÍ¿² ß²¬±²·±ô ÌÈô ËÍß÷ò
Û¨¬®¿½¬·±²ô Ú®¿½¬·±²¿¬·±²ô ¿²¼ Ý¸¿®¿½¬»®·¦¿¬·±² ±º ÚèððØìò
Ð±´§°¸»²±´­ ©»®» ±¾¬¿·²»¼ º®±³ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ¾¿®µ ¾§ »¨¬®¿½¬·±² ©·¬¸
¿½»¬±²»�©¿¬»® øéæí÷ ¿²¼ º®¿½¬·±²¿¬·±² ©·¬¸ Û¬Ñß½ôîî ©¸·½¸ °®±¼«½»¼
º®¿½¬·±² ÑÉØ ø°±´§°¸»²±´­ ­±´«¾´» ·² Û¬Ñß½ ¿²¼ ØîÑ÷ ¿²¼ º®¿½¬·±²
ßØ ø°±´§°¸»²±´­ ±²´§ ­±´«¾´» ·² ØîÑ÷ò Ì± ¹»²»®¿¬» º®¿½¬·±² ÚèððØìô
ßØ øèðð ³¹÷ ©¿­ ¼·­­±´ª»¼ ·² ëðû Ó»ÑØ ¿²¼ º®¿½¬·±²¿¬»¼ ±² ¿
Í»°¸¿¼»¨ ÔØóîð ½±´«³² øëð I îòë ½³ ·ò¼ò÷ «­·²¹ ¿ ¹®¿¼·»²¬ ±º Ó»ÑØ
·² ØîÑ ¿²¼ ¿ º·²¿´ ­¬»° ±º ©¿­¸·²¹ ©·¬¸ ¿½»¬±²»ô ¿­ °®»ª·±«­´§
®»°±®¬»¼òìè Ú·ª» ­«¾º®¿½¬·±²­ øèððØï ¬± èððØë÷ ©»®» ½±´´»½¬»¼ô ¿²¼
¬¸»·® ¿¾­±®¾¿²½» ©¿­ ³»¿­«®»¼ ¿¬ îèð ¿²¼ ìðð ²³å §·»´¼ô èû º®±³

Ú·¹«®» ëò ø¿÷ ØîÑî ½±²½»²¬®¿¬·±² ·² ½»´´ ½«´¬«®» ³»¼·«³ øÜÓÛÓ õ
ïðû ÚÝÍ õ ðòïû ­¬®»°¬±³§½·²ñ°»²·½·´´·²÷ ©·¬¸ °»²¬¿¹¿´´±§´ ¹´«½±­»ô
¸¿³¿³»´·¬¿²²·²ô ¿²¼ ¬¸» °®±¿²¬¸±½§¿²·¼·²ó®·½¸ º®¿½¬·±² ÚèððØì ·²
³»¼·«³ò ø¾÷ ØîÑî ½±²½»²¬®¿¬·±² °®±¼«½»¼ ·² ÜÓÛÓ ½«´¬«®»
³»¼·«³ ©·¬¸ ½¿¬¿´¿­» øïðð Ëñ³Ô÷ ¿º¬»® ·²½«¾¿¬·±² ©·¬¸ ©·¬½¸ ¸¿¦»´
½±³°±«²¼­ò Û°·¹¿´´±½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬» ·­ «­»¼ ¿­ ¿ °±­·¬·ª» ½±²¬®±´ò
Ó»¿² o ­¬¿²¼¿®¼ ¼»ª·¿¬·±² ±º ¬©± ·²¼»°»²¼»²¬ »¨°»®·³»²¬­ò öö° ä
ðòððï ¿²¼ ö° ä ðòðëô ­·¹²·º·½¿²¬ ¼·ºº»®»²½» ©·¬¸ ®»­°»½¬ ¬± ¬¸»
½±®®»­°±²¼·²¹ ª¿´«» ·² «²¬®»¿¬»¼ ½»´´­ øÝ¬÷ò

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�íííð



º®¿½¬·±² ßØå ðòðëû º®±³ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ¾¿®µò Ì¿¾´» ï ­¸±©­ ¬¸» ½¸»³·½¿´
½±³°±­·¬·±² ±º º®¿½¬·±² ÚèððØìô ©¸·½¸ ©¿­ »­¬·³¿¬»¼ ¿­ °®»ª·±«­´§
¼»­½®·¾»¼òîî Ì¸» ½±²¬»²¬ ±º ½±²¼»²­»¼ ¬¿²²·²­ ©¿­ »­¬·³¿¬»¼ ¾§
¬¸·±¿½·¼±´§¬·½ ¼»°±´§³»®·¦¿¬·±² ·² ¬¸» °®»­»²½» ±º ½§­¬»¿³·²» ¿²¼
ØÐÔÝ ¿²¿´§­·­ ±º ¬¸» ½´»¿ª»¼ «²·¬­ò Ì¸» ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ ©»®»
¼»¬»®³·²»¼ ¼·®»½¬´§ º®±³ ¬¸» º®¿½¬·±² ¾§ ØÐÔÝ ¿²¼ ­¬¿²¼¿®¼­ò
Ð«®·º·½¿¬·±² ±º Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­»ò Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ©¿­
°«®·º·»¼ º®±³ º®¿½¬·±² ÑÉØ ¾§ ­»³·°®»°¿®¿¬·ª» ½¸®±³¿¬±¹®¿°¸§ ±² ¿
É¿¬»®­ ­§­¬»³ øÓ·´º±®¼ô Óßô ËÍß÷ «­·²¹ ¿² ÈóÌ»®®¿ Ýïè øïç I îëð
³³ô ïð ³÷ ½±´«³²ò ß ¬±¬¿´ ¿³±«²¬ ±º î ¹ ±º ÑÉØ ©¿­ °®±½»­­»¼ ·²
­«½½»­­·ª» ½¸®±³¿¬±¹®¿°¸·½ ®«²­ ©·¬¸ ´±¿¼­ ±º îðð ³¹ô ì ³Ô »¿½¸ô ¿²¼
»´«¬·±² ¾§ ¿ ¾·²¿®§ ­§­¬»³ Å­±´ª»²¬ ßô ðòïû ¿¯«»±«­ ÌÚßå ­±´ª»²¬ Þô
ðòðèû ÌÚß ·² ØîÑ�ÝØíÝÒ øïæì÷Ã «²¼»® ¬¸» º±´´±©·²¹ ½±²¼·¬·±²­æ
ïð ³·² ¿¬ ïêû Þ ¿²¼ ¬©± ¹®¿¼·»²¬­ô ïê�íêû Þ ±ª»® ìð ³·²ô ¿²¼ íê�
ëëû Þ ±ª»® ë ³·²ô ¿¬ ¿ º´±© ®¿¬» ±º ïð ³Ôñ³·² ©·¬¸ ¼»¬»½¬·±² ¿¬ îíë
²³ò Ì¸» °«®·¬§ ±º ¬¸» °»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ©¿­ ¿­½»®¬¿·²»¼ ¾§ ØÐÔÝ
±² ¿ Ø·¬¿½¸· øÍ¿² Ö±­»ô Ýßô ËÍß÷ ­§­¬»³ »¯«·°°»¼ ©·¬¸ ¿ ¯«¿¬»®²¿®§
°«³°ô ¿«¬±­¿³°´»®ô ¿²¼ ¼·±¼» ¿®®¿§ ¼»¬»½¬±® ¿²¼ ¿² ¿²¿´§¬·½¿´
Õ®±³¿­·´ Ýïè øÌ»µ²±µ®±³¿ô Þ¿®½»´±²¿ô Í°¿·²÷ ½±´«³² «²¼»® ¬¸» ­¿³»
»´«¬·±² ½±²¼·¬·±²­ ¿¬ ¿ º´±© ®¿¬» ±º ï ³Ôñ³·²ò Ð»²¬¿¹¿´´±§´¹´«½±­» ©¿­
´§±°¸·´·¦»¼ô ¿²¼ ·¬­ ·¼»²¬·¬§ ©¿­ ½±²º·®³»¼ ¾§ ½¸®±³¿¬±¹®¿°¸§ ½±«°´»¼
¬± ¸·¹¸ó®»­±´«¬·±² ³¿­­ ­°»½¬®±³»¬®§ ¿²¼ ÒÓÎå °«®·¬§ô çëû ¾§
ØÐÔÝå §·»´¼ô íòèû º®±³ º®¿½¬·±² ÑÉØô ðòðíû º®±³ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ¾¿®µò
ÜÐÐØ ß­­¿§ò Ì¸» ¿²¬·®¿¼·½¿´ ½¿°¿½·¬§ ±º ¬¸» °±´§°¸»²±´­ ©¿­
»ª¿´«¿¬»¼ ¾§ ¬¸» ÜÐÐØ ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´ ³»¬¸±¼òìç Ú®»­¸ Ó»ÑØ
­±´«¬·±²­ øî ³Ô÷ ¿¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²­ ®¿²¹·²¹ º®±³ î ¬± íð Ó ©»®»
¿¼¼»¼ ¬± ¿ º®»­¸´§ °®»°¿®»¼ ®¿¼·½¿´ ­±´«¬·±² øî ³Ôô ïîð Ó÷ ·²
¼»±¨§¹»²¿¬»¼ Ó»ÑØò Ì¸» ³·¨¬«®» ©¿­ ·²½«¾¿¬»¼ º±® íð ³·² ¿¬ ®±±³
¬»³°»®¿¬«®» ·² ¬¸» ¼¿®µô ¿²¼ ¬¸» ËÊ ¿¾­±®¾¿²½» ¿¬ ëïé ²³ ©¿­
³»¿­«®»¼ò Ì¸» ®»­«´¬­ ©»®» °´±¬¬»¼ ¿­ ¬¸» °»®½»²¬¿¹» ±º ¿¾­±®¾¿²½»
¼·­¿°°»¿®¿²½» Åøï � ßñßð÷ I ïððÃ ¿¹¿·²­¬ ¬¸» ¿³±«²¬ ±º ­¿³°´»
¼·ª·¼»¼ ¾§ ¬¸» ·²·¬·¿´ ½±²½»²¬®¿¬·±² ±º ÜÐÐØò Û¿½¸ ¼¿¬¿ °±·²¬ ©¿­ ¬¸»
®»­«´¬ ±º ¬¸®»» ·²¼»°»²¼»²¬ ¼»¬»®³·²¿¬·±²­ò ß ¼±­»�®»­°±²­» ½«®ª»
©¿­ ±¾¬¿·²»¼ º±® »ª»®§ ­¿³°´»ò Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®» »¨°®»­­»¼ ¿­ ¬¸»
»ºº·½·»²¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²ô ÛÝëðô ¹·ª»² ¿­ ¬¸» ¿³±«²¬ ±º °±´§°¸»²±´­ ¬¸¿¬
½±²­«³»­ ¸¿´º ¬¸» ¿³±«²¬ ±º º®»» ®¿¼·½¿´ ¼·ª·¼»¼ ¾§ ¬¸» ·²·¬·¿´ ¿³±«²¬
±º ÜÐÐØ ·² ³·½®±³±´»­ò Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®» ¿´­± »¨°®»­­»¼ ¿­ ¿²¬·®¿¼·½¿´
°±©»® øßÎÐ÷ô ©¸·½¸ ·­ ¬¸» ·²ª»®­» ±º ÛÝëðò ËÊ ³»¿­«®»³»²¬­ ©»®»
³¿¼» ±² ¿ Ý¿®§ ëðóÞ·± ËÊ ­°»½¬®±°¸±¬±³»¬»® øÊ¿®·¿²ô Ð¿´± ß´¬±ô Ýßô
ËÍß÷ò
Û´»½¬®±² Ì®¿²­º»® Ý¿°¿½·¬§ ¿¹¿·²­¬ ¬¸» Í¬¿¾´» Ú®»» Î¿¼·½¿´­
ØÒÌÌÓ ¿²¼ ÌÒÐÌÓò Ú®»­¸ ­±´«¬·±²­ ±º ¬¸» °±´§°¸»²±´­ øî ³Ô÷ ¿¬
½±²½»²¬®¿¬·±²­ ®¿²¹·²¹ º®±³ î ¬± êî Ó ©»®» ¿¼¼»¼ ¬± ¿ º®»­¸´§
°®»°¿®»¼ ­±´«¬·±² ±º ØÒÌÌÓ øî ³Ôô ïîð Ó÷ ·² ¼»±¨§¹»²¿¬»¼
ÝØÝ´í�Ó»ÑØ øîæï÷ò Ì¸» ³·¨¬«®» ©¿­ ·²½«¾¿¬»¼ º±® é ¸ ¿¬ ®±±³
¬»³°»®¿¬«®» ·² ¬¸» ¼¿®µô ¿²¼ ¬¸» ËÊ ¿¾­±®¾¿²½» ©¿­ ³»¿­«®»¼ ¿¬ íèì
²³ò Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®» °´±¬¬»¼ ¿­ ¬¸» °»®½»²¬¿¹» ±º ¿¾­±®¾¿²½»
¼·­¿°°»¿®¿²½» Åøï � ßñßð÷ I ïððÃ ¿¹¿·²­¬ ¬¸» ¿³±«²¬ ±º ­¿³°´»
¼·ª·¼»¼ ¾§ ¬¸» ·²·¬·¿´ ¿³±«²¬ ±º ¬¸» ®¿¼·½¿´ ·² ³·½®±³±´»­ô ¿­ ¼»­½®·¾»¼
º±® ÜÐÐØò Û¿½¸ ¼¿¬¿ °±·²¬ ©¿­ ¬¸» ®»­«´¬ ±º ¬¸®»» ·²¼»°»²¼»²¬
¼»¬»®³·²¿¬·±²­ò ß ¼±­»�®»­°±²­» ½«®ª» ©¿­ ±¾¬¿·²»¼ º±® »ª»®§
­¿³°´»ò Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®» »¨°®»­­»¼ ¿­ ¬¸» »ºº·½·»²¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²ô
ÛÝëðô ¿²¼ ¿­ ßÎÐò Ì¸» ©±®µ·²¹ ½±²¼·¬·±²­ ©·¬¸ ÌÒÐÌÓ ©»®»
»­­»²¬·¿´´§ ¬¸±­» ¼»­½®·¾»¼ º±® ØÒÌÌÓíð ©·¬¸ ­±³» ¼·ºº»®»²½»­ò Ì¸»
½±²½»²¬®¿¬·±² ®¿²¹» ©¿­ ïð�ïîð Óô ¬¸» ·²½«¾¿¬·±² ¬·³» ©¿­ ìè ¸ô
¿²¼ ¬¸» ¿¾­±®¾¿²½» ©¿­ ³»¿­«®»¼ ¿¬ íéè ²³ò Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®» °´±¬¬»¼
¿­ ¼»­½®·¾»¼ º±® ØÒÌÌÓò
Ý»´´ Ý«´¬«®»ò Ø«³¿² ½±´±®»½¬¿´ ¿¼»²±½¿®½·²±³¿ ØÌîç ½»´´­
ø±¾¬¿·²»¼ º®±³ ¬¸» ß³»®·½¿² Ì§°» Ý«´¬«®» Ý±´´»½¬·±²ô ØÌÞóíè÷
©»®» ¹®±©² ¿­ ¿ ³±²±´¿§»® ½«´¬«®» ·² Ü«´¾»½½±�­ ³±¼·º·»¼ Û¿¹´»�­
³»¼·«³ øÜÓÛÓ÷ ·² ¬¸» °®»­»²½» ±º ïðû ¸»¿¬ó·²¿½¬·ª¿¬»¼ º»¬¿´ ½¿´º
­»®«³ ¿²¼ ðòïû ­¬®»°¬±³§½·²ñ°»²·½·´´·² ·² ­¬¿²¼¿®¼ ½«´¬«®»
½±²¼·¬·±²­ò ÒÝÓìêð ½»´´­ô ±¾¬¿·²»¼ ¾§ ¿ Ó¿¬»®·¿´ Ì®¿²­º»® ß¹®»»³»²¬
©·¬¸ ×ÒÝÛÔÔô ¿®» º®±³ ¿² »°·¬¸»´·¿´ ½»´´ ´·²» ¼»®·ª»¼ º®±³ ¬¸» ²±®³¿´
½±´±² ³«½±­¿ ±º ¿ êèó§»¿®ó±´¼ Ø·­°¿²·½ ³¿´»òìí Ì¸»§ ©»®» ¹®±©² ¿­ ¿
³±²±´¿§»® ½«´¬«®» ·² ÓíÞ¿­» ³»¼·«³ ø©¸·½¸ ½±²¬¿·²­ ¹®±©¬¸
­«°°´»³»²¬­ ¿²¼ ¿²¬·¾·±¬·½­÷ ­«°°´»³»²¬»¼ ©·¬¸ ïðû ¸»¿¬ó·²¿½¬·ª¿¬»¼
º»¬¿´ ½¿´º ­»®«³ ¿²¼ îòë ³Ó Üó¹´«½±­» øº·²¿´ ½±²½»²¬®¿¬·±² ë ³Ó
¹´«½±­»÷ò Ì¸» ½»´´­ ©»®» ½«´¬«®»¼ ¿¬ íé pÝ ·² ¿ çëû ¿·®ô ëû ÝÑî
¸«³·¼·º·»¼ »²ª·®±²³»²¬ò

Ü»¬»®³·²¿¬·±² ±º Ý»´´ Ê·¿¾·´·¬§ò Ì¸» ¿­­¿§ ©¿­ °»®º±®³»¼ «­·²¹
¿ ª¿®·¿¬·±² ±º ¬¸» ÓÌÌ ¿­­¿§ ¼»­½®·¾»¼ ¾§ Ó±­³¿²²òëð Ì¸» ¿­­¿§ ·­
¾¿­»¼ «°±² ¬¸» °®·²½·°´» ±º ®»¼«½¬·±² ±º ÓÌÌ ·²¬± ¾´«» º±®³¿¦¿²
°·¹³»²¬­ ¾§ ª·¿¾´» ³·¬±½¸±²¼®·¿ ·² ¸»¿´¬¸§ ½»´´­ò Ì¸» ½»´´­ ©»®»
­»»¼»¼ ¿¬ ¼»²­·¬·»­ ±º í I ïðí ½»´´­ñ©»´´ øØÌîç ½»´´­÷ ¿²¼ ï I ïðì

½»´´­ñ©»´´ øÒÝÓìêð ½»´´­÷ ·² çêó©»´´ º´¿¬ó¾±¬¬±³ °´¿¬»­ò ßº¬»® îì ¸ ±º
·²½«¾¿¬·±² ¿¬ íé pÝô ¬¸» °±´§°¸»²±´·½ ­¿³°´»­ ©»®» ¿¼¼»¼ ¬± ¬¸» ½»´´­
¿¬ ¼·ºº»®»²¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²­ ·² º®»­¸ ³»¼·«³ò Í±³» »¨°»®·³»²¬­ ©»®»
°»®º±®³»¼ ·² ¬¸» °®»­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­» øïðð Ëñ³Ôô º®±³ ¾±ª·²» ´·ª»®÷
¬± »¨¿³·²» ¬¸» °±¬»²¬·¿´ ·²º´«»²½» ±² »¨¬®¿½»´´«´¿® ØîÑîò Ì¸» «­» ±º ¿²
¿²¬·±¨·¼¿²¬ »²¦§³» ·² ¬¸» ½»´´ ³»¼·«³ ¿´´±©­ «­ ¬± ®«´» ±«¬ ¬¸» »ºº»½¬­
±º »¨±¹»²±«­ ØîÑî ¹»²»®¿¬»¼ ¼«®·²¹ ¬¸» ·²½«¾¿¬·±² ©·¬¸ °±´§°¸»²±´­ò
Ì¸» ¿¼¼·¬·±² ±º ¬¸·­ »²¦§³» ¼±»­ ²±¬ ¿ºº»½¬ ¬¸» ½»´´«´¿® ³¿®µ»®­ô ­·²½»
·¬ ¼±»­ ²±¬ »²¬»® ¬¸» ½»´´­ ¿²¼ ·­ ®»³±ª»¼ ¿º¬»® ·²½«¾¿¬·±²ò ×² ¿´´ ½¿­»­
¬¸» ¿²¬·¬«³±® ¿¹»²¬ ÛÙÝÙ ©¿­ «­»¼ ¿­ ­¬¿²¼¿®¼ò Ì¸» ½«´¬«®» ©¿­
·²½«¾¿¬»¼ º±® éî ¸ò Ò»¨¬ ¬¸» ³»¼·«³ ©¿­ ®»³±ª»¼ô ¿²¼ ëð Ô ±º
ÓÌÌ øï ³¹ñ³Ô ·² ÐÞÍ÷ ©·¬¸ ëð Ô ±º º®»­¸ ³»¼·«³ ©¿­ ¿¼¼»¼ ¬±
»¿½¸ ©»´´ ¿²¼ ·²½«¾¿¬»¼ º±® ï ¸ò Ì¸» ÓÌÌ ®»¼«½»¼ ¬± ¾´«» º±®³¿¦¿²ô
¿²¼ ¬¸» °®»½·°·¬¿¬» ©¿­ ¼·­­±´ª»¼ ·² ïðð Ô ±º ÜÓÍÑå ¿¾­±®¾¿²½»
ª¿´«»­ ©»®» ³»¿­«®»¼ ±² ¿² ÛÔ×Íß °´¿¬» ®»¿¼»® øëëð ²Ó÷ øÌ»½¿²
Í«²®·­» ÓÎîðóíðïô Ì»½¿²ô Í¿´¦¾«®¹ô ß«­¬®·¿÷ò ß¾­±®¾¿²½» ©¿­ ¬¿µ»²
¿­ °®±°±®¬·±²¿´ ¬± ¬¸» ²«³¾»® ±º ´·ª·²¹ ½»´´­ò Ì¸» ½±²½»²¬®¿¬·±²­ ¬¸¿¬
½¿«­»¼ ëðû ½»´´ ¹®±©¬¸ ·²¸·¾·¬·±² ø×Ýëð÷ ©»®» »­¬·³¿¬»¼ º®±³ ¬¸»
¼±­»�ª·¿¾·´·¬§ ½«®ª»­ò
Ý»´´ Ý§½´» ß²¿´§­·­ ¾§ ÚßÝÍò Ì¸» ½»´´ ½§½´» ©¿­ ¿²¿´§¦»¼ ¾§
³»¿­«®·²¹ ¬¸» ½»´´«´¿® ÜÒß ½±²¬»²¬ «­·²¹ ¬¸» º´«±®»­½»²¬ ²«½´»·½ ¿½·¼
¼§» °®±°·¼·«³ ·±¼·¼» øÐ×÷ ¬± ·¼»²¬·º§ ¬¸» °®±°±®¬·±² ±º ½»´´­ ·² »¿½¸
­¬¿¹» ±º ¬¸» ½»´´ ½§½´»ò Ì¸» ¿­­¿§ ©¿­ ½¿®®·»¼ ±«¬ «­·²¹ º´±© ½§¬±³»¬®§
©·¬¸ ¿ º´«±®»­½»²½»ó¿½¬·ª¿¬»¼ ½»´´ ­±®¬»® øÚßÝÍ÷ò ØÌîç ½»´´­ ©»®»
°´¿¬»¼ ·² ­·¨ó©»´´ º´¿¬ó¾±¬¬±³ °´¿¬»­ ¿¬ ¿ ¼»²­·¬§ ±º èé I ïðí ½»´´­ñ©»´´ò
ßº¬»® îì ¸ ±º ·²½«¾¿¬·±² ¿¬ íé pÝô ¬¸» °±´§°¸»²±´·½ º®¿½¬·±²­ ©»®»
¿¼¼»¼ ¬± ¬¸» ½»´´­ ¿¬ ¬¸»·® ®»­°»½¬·ª» ×Ýëð ª¿´«»­ò É» «­»¼ ¬¸» ÙïñÍ
½»´´ ½§½´» ·²¸·¾·¬±® ØË ¿¬ ï ³Ó ¿­ ­¬¿²¼¿®¼ò Ì¸» ½«´¬«®»­ ©»®»
·²½«¾¿¬»¼ º±® éî ¸ ·² ¬¸» ¿¾­»²½» ±® °®»­»²½» ±º ¬¸» °±´§°¸»²±´·½
º®¿½¬·±²­ò Ì¸» ½»´´­ ©»®» ¬®§°­·²·¦»¼ô °»´´»¬»¼ ¾§ ½»²¬®·º«¹¿¬·±² øïëðð
®°³ º±® ë ³·²÷ô ¿²¼ ­¬¿·²»¼ ·² Ì®·­ó¾«ºº»®»¼ ­¿´·²» ½±²¬¿·²·²¹ ëð ¹ñ
³Ô Ð×ô ïð ¹ñ³Ô ÎÒ¿­» º®»» ±º ÜÒ¿­»ô ¿²¼ ðòïû ×¹»°¿´ Ýßóêíðò
Ì¸»§ ©»®» ·²½«¾¿¬»¼ ·² ¬¸» ¼¿®µ º±® ï ¸ ¿¬ ì pÝò Ý»´´ ½§½´» ¿²¿´§­·­ ©¿­
°»®º±®³»¼ ¾§ ÚßÝÍ øÛ°·½­ ÈÔ º´±© ½§¬±³»¬»®ô Ý±«´¬»® Ý±®°òô
Ø·¿´»¿¸ô ÚÔô ËÍß÷ ¿¬ ìèè ²³òëï

ß°±°¬±­·­ ß²¿´§­·­ ¾§ ÚßÝÍò Ü±«¾´» ­¬¿·²·²¹ ©·¬¸ ¿²²»¨·² Êó
Ú×ÌÝ ¿²¼ Ð× ³»¿­«®»¼ ¾§ ÚßÝÍ ©¿­ «­»¼ ¬± ¼»¬»®³·²» ¬¸»
°»®½»²¬¿¹» ±º ¿°±°¬±¬·½ ½»´´­ò ß²²»¨·²õñÐ×� ½»´´­ ©»®» ½±²­·¼»®»¼
»¿®´§ ¿°±°¬±¬·½ ½»´´­ò ß²²»¨·²õñÐ×õ ¿²¼ ¿²²»¨·²�ñÐ×õ ½»´´­ ©»®»
½´¿­­»¼ ¬±¹»¬¸»® ¿­ ´¿¬» ¿°±°¬±¬·½ñ²»½®±¬·½ ½»´´­ô ­·²½» ¬¸·­ ³»¬¸±¼
¼±»­ ²±¬ ¼·ºº»®»²¬·¿¬» ²»½®±¬·½ ½»´´­ º®±³ ½»´´­ ·² ´¿¬» ­¬¿¹»­ ±º
¿°±°¬±­·­ô ©¸·½¸ ¿®» ¿´­± °»®³»¿¾´» ¬± Ð×ò Ì¸» ½»´´­ ©»®» ­»»¼»¼ô
¬®»¿¬»¼ô ¿²¼ ½±´´»½¬»¼ ¿­ ¼»­½®·¾»¼ ·² ¬¸» °®»ª·±«­ ­»½¬·±²ò ÍÌ øï Ó÷
©¿­ «¬·´·¦»¼ ¿­ ¿ ½±²¬®±´ ±º ¿°±°¬±­·­ ·²¼«½¬·±²ò ßº¬»® ½»²¬®·º«¹¿¬·±²
øïëðð ®°³ º±® ë ³·²÷ô ¬¸»§ ©»®» ©¿­¸»¼ ·² ¾·²¼·²¹ ¾«ºº»® øïð ³Ó
Ø»°»­ô °Ø éòìô ïìð ³Ó Ò¿Ý´ô îòë ³Ó Ý¿Ý´î÷ ¿²¼ ®»­«­°»²¼»¼ ·² ¬¸»
­¿³» ¾«ºº»®ò ß²²»¨·² ÊóÚ×ÌÝ ©¿­ ¿¼¼»¼ «­·²¹ ¬¸» ¿²²»¨·² ÊóÚ×ÌÝ
µ·¬ò ßº¬»®©¿®¼ô ¬¸» ½»´´­ ©»®» ·²½«¾¿¬»¼ º±® íð ³·² ¿¬ ®±±³
¬»³°»®¿¬«®» ·² ¬¸» ¼¿®µò Ò»¨¬ô Ð× ©¿­ ¿¼¼»¼ ï ³·² ¾»º±®» ¬¸»
ÚßÝÍ ¿²¿´§­·­ ¿¬ îð ¹ñ³Ôò Ú´«±®»­½»²½» ©¿­ ³»¿­«®»¼ ¿¬ ìçë ²³
ø¿²²»¨·² ÊóÚ×ÌÝ÷ ¿²¼ ìèè ²³ øÐ×÷ò
Ü»¬»®³·²¿¬·±² ±º ØîÑî øÚÑÈ ß­­¿§÷ò ØîÑî ·² ¬¸» ½»´´ ½«´¬«®»
³»¼·«³ ©¿­ ¼»¬»®³·²»¼ «­·²¹ ¬¸» º»®®±«­ ±¨·¼¿¬·±² ¨§´»²±´ ±®¿²¹»
øÚÑÈ÷ ¿­­¿§òëî ßº¬»® ±¨·¼¿¬·±² ±º Ú»ø××÷ ¬± Ú»ø×××÷ ¾§ ØîÑîô ¬¸»
®»­«´¬·²¹ ¨§´»²±´ ±®¿²¹»�Ú»ø×××÷ ½±³°´»¨ ©¿­ ¯«¿²¬·º·»¼ ­°»½¬®±°¸±ó
¬±³»¬®·½¿´´§ øëêð ²³÷ò Ì¸» ½»´´­ ©»®» ·²½«¾¿¬»¼ º±® éî ¸ ©·¬¸ ¿ ®¿²¹»
±º ½±²½»²¬®¿¬·±²­ ±º ©·¬½¸ ¸¿¦»´ ½±³°±«²¼­ ·² ½«´¬«®» ³»¼·«³
øÜÓÛÓ ±® ÓíÞ¿­»÷ »·¬¸»® ¿´±²» ±® ·² ¬¸» °®»­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­» øïðð
Ëñ³Ôô º®±³ ¾±ª·²» ´·ª»®÷ «²¼»® ½»´´ ½«´¬«®» ½±²¼·¬·±²­ øçêó©»´´ º´¿¬ó
¾±¬¬±³ °´¿¬»ô ·² ¬¸» ¿¾­»²½» ±º ½»´´­÷ò ÛÙÝÙ ©¿­ «­»¼ ¿­ ¿ °±­·¬·ª»
½±²¬®±´ ·² ¬¸·­ ¿­­¿§ ¹·ª»² ¬¸¿¬ ·¬ ¸¿­ ¿´®»¿¼§ ¾»»² ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ ¬¸·­
°®±¼«½¬ ¹»²»®¿¬»­ ¸·¹¸ ´»ª»´­ ±º ÎÑÍ ·² ½»´´ ½«´¬«®» ³»¼·¿ò Ò»¨¬ô ïðð
Ô ±º ³»¼·«³ ©¿­ ¬®¿²­º»®®»¼ ¬± ¿ ²»© çêó©»´´ º´¿¬ó¾±¬¬±³ °´¿¬»ò ÚÑÈ
®»¿¹»²¬ øçðð Ô÷ ©¿­ ¿¼¼»¼ ¬± »¿½¸ ¿´·¯«±¬æ ïðð Ó ¨§´»²±´ ±®¿²¹»ô
îëð Ó º»®®±«­ ¿³³±²·«³ ­«´º¿¬»ô îë ³Ó ØîÍÑì ¿²¼ ì ³Ó ÞØÌ ·²

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�íííï



çðû øªñª÷ Ó»ÑØò ßº¬»® íð ³·²ô ¿¾­±®¾¿²½» ¿¬ ëêð ²³ ©¿­ ³»¿­«®»¼
·² ¿ ³·½®±°´¿¬» ®»¿¼»® øÌ»½¿² Í«²®·­» ÓÎîðóíðïô Ì»½¿²÷ò Ð»®±¨·¼»­
©»®» ¯«¿²¬·º·»¼ ¾§ ½±³°¿®·²¹ ¬¸» ¿¾­±®¾¿²½» ¬± ¿ ­¬¿²¼¿®¼ ½«®ª»
øØîÑî ½±²½»²¬®¿¬·±²­æ ð�ïëð Ó÷ò
Ü¿¬¿ Ð®»­»²¬¿¬·±² ¿²¼ Í¬¿¬·­¬·½¿´ ß²¿´§­·­ò Ü¿¬¿ ¿®» ¹·ª»² ¿­
¬¸» ³»¿²­ o ÍÜ ø­¬¿²¼¿®¼ ¼»ª·¿¬·±²÷ò Ú±® »¿½¸ ¿­­¿§ô ¬¸» °¿®¿³»¬®·½
«²°¿·®»¼ ¬©±ó¬¿·´»¼ ·²¼»°»²¼»²¬ ­¿³°´» ¬ ¬»­¬ ©¿­ «­»¼ º±® ­¬¿¬·­¬·½¿´
½±³°¿®·­±² ©·¬¸ ¬¸» «²¬®»¿¬»¼ ½±²¬®±´ ½»´´­ô ¿²¼ ¼·ºº»®»²½»­ ©»®»
½±²­·¼»®»¼ ¬± ¾» ­·¹²·º·½¿²¬ ©¸»² ° ä ðòðë ¿²¼ ° ä ðòððïò

ßËÌØÑÎ ×ÒÚÑÎÓßÌ×ÑÒ

Ý±®®»­°±²¼·²¹ ß«¬¸±®
öÐ¸±²»æ ððíì çíìðîïëçíò Ú¿¨æ ððíì çíìðîïëëçò Ûó³¿·´æ
³¿®¬¿½¿­½¿²¬»à«¾ò»¼«ò

Ð®»­»²¬ ß¼¼®»­­
�Ú®»·¾«®¹ ×²­¬·¬«¬» º±® ß¼ª¿²½»¼ Í¬«¼·»­ò Í½¸±±´ ±º Ô·º»
Í½·»²½»­�Ô·º»Ò»¬ô Ú®»·¾«®¹ ·³ Þ®»·­¹¿«ô Ù»®³¿²§ò

ßÝÕÒÑÉÔÛÜÙÓÛÒÌÍ

Ú·²¿²½·¿´ ­«°°±®¬ ©¿­ °®±ª·¼»¼ ¾§ ¹®¿²¬­ ÍßÚîððèóððïêìô
ÍßÚîðïïóîëéîêô ßÙÔîððêóïîîïðóÝðíóðîñßÔ×ô ¿²¼ ßÙÔîððçó
ïîíéìóÝðíóðíñßÔ× º®±³ ¬¸» Í°¿²·­¸ ¹±ª»®²³»²¬ Ó·²·­¬»®·±
¼» Ý·»²½·¿ » ×²²±ª¿½·±² ¿²¼ °»®­±²¿´ º·²¿²½·¿´ ­«°°±®¬ øÚÐË
°®±¹®¿³÷å º®±³ ¬¸» Ó·²·­¬»®·± ¼» Û¼«½¿½·±² § Ý·»²½·¿å ¿²¼
º®±³ ¬¸» Î»¼ Ì»³¿¬·½¿ ¼» ×²ª»­¬·¹¿½·±² Ý±±°»®¿¬·ª¿ »²
Ý¿²½»®ô ×²­¬·¬«¬± ¼» Í¿´«¼ Ý¿®´±­ ×××ô Í°¿²·­¸ Ó·²·­¬®§ ±º
Í½·»²½» ¿²¼ ×²²±ª¿¬·±² ú Û«®±°»¿² Î»¹·±²¿´ Ü»ª»´±°³»²¬
Ú«²¼ øÛÎÜÚ÷ �Ë²¿ ³¿²»®¿ ¼» ¸¿½»® Û«®±°¿� ø×ÍÝ×××óÎÌ×ÝÝ
¹®¿²¬­ ÎÜðêñððîðñððìê÷ò É» ¸¿ª» ¿´­± ®»½»·ª»¼ º·²¿²½·¿´
­«°°±®¬ º®±³ ¬¸» ßÙßËÎóÙ»²»®¿´·¬¿¬ ¼» Ý¿¬¿´«²§¿ ø¹®¿²¬
îððçÍÙÎïíðèô îððç ÝÌÐ ðððîêô ¿²¼ ×½®»¿ ß½¿¼»³·¿ ß©¿®¼
îðïð ¹®¿²¬»¼ ¬± ÓòÝò÷ ¿²¼ ¬¸» Û«®±°»¿² Ý±³³·­­·±² øÚÐé÷
ÛÌØÛÎÐßÌØÍ ÕÞÞÛó¹®¿²¬ ¿¹®»»³»²¬ ²±ò îîîêíò

ÎÛÚÛÎÛÒÝÛÍ

øï÷ Ì¸»±¼±®¿¬±«ô Ûòå Õ§´»ô Öòå Ý»¬²¿®­µ§¶ô Îòå Ú¿®®·²¹¬±²ô Íò Óòå
Ì»²»­¿ô ßòå Þ¿®²»¬­±²ô Îòå Ð±®¬»±«­ô Óòå Ü«²´±°ô Óòå Ý¿³°¾»´´ô Øò
Ý¿²½»® Û°·¼»³·±´ò Þ·±³¿®µ»®­ Ð®»ªò îððéô ïêô êèì�êçíò
øî÷ Ý«¬´»®ô Ùò Öòå Ò»¬¬´»¬±²ô Öò ßòå Î±­­ô Öò ßòå Ø¿®²¿½µô Ôò Öòå Ö¿½±¾­ô Üò
Îò Ö®òå Í½®¿ºº±®¼ô Ýò Ùòå Þ¿®®¿¶ô Ôò Óòå Ó·²µô Ðò Öòå Î±¾·»²ô Õò ×²¬ò Öò
Ý¿²½»®ò îððèô ïîíô êêì�êéïò
øí÷ Ê»²²¿¬ô Þòå Ð±«®®¿¬ô Øòå Ð±«¹»¬ô Óò Ðòå Ù®±­­ô Üòå Ð±«®®¿¬ô ßò
Ð´¿²¬¿ Ó»¼ò ïçèèô ëìô ìëì�ìëéò
øì÷ Ø«ô Øòå Ý¸¿·ô Çòå É¿²¹ô Ôòå Æ¸¿²¹ô Öòå Ô»»ô Øò Öòå Õ·³ô Íò Øòå Ô«ô Öò
Ó±´ò Ý¿²½»® Ì¸»®ò îððçô èô îèíí�îèìíò
øë÷ Ó«¬¿²»²ô Óòå Ð¿¶¿®·ô ßò Óòå Ð¿·ª¿®·²¬¿ô Ûòå Ó·­·µ¿²¹¿­ô Óòå
Î¿¶¿µ¿²¹¿­ô Öòå Ó¿®¬¬·²»²ô Óòå Ñ·µ¿®·²»²ô Íò ß­·¿ Ð¿½ò Öò Ý´·²ò Ò«¬®ò
îððèô ïé øÍ«°°´ ï÷ô ïîí�ïîëò
øê÷ Û²¹»´¾®»½¸¬ô ßò Óòå Ó¿¬¬¸»§­»ô Óòå Û´´·­ô Þòå Ô±±­ô Þòå Ì¸±³¿­ô
Óòå Í³·¬¸ô Îòå Ð»¬»®­ô Íòå Í³·¬¸ô Ýòå Ó§¾«®¹¸ô Õò Ý¿²½»® Ô»¬¬ò îððéô
îëèô ïìì�ïëíò
øé÷ Ý¸«²¹ô Éò Ùòå Ó·®¿²¼¿ô Ýò Ôòå Í¬»ª»²­ô Öò Úòå Ó¿·»®ô Ýò Íò Ú±±¼
Ý¸»³ò Ì±¨·½±´ò îððçô ìéô èîé�èíêò
øè÷ Ù±­­»ô Úòå Ù«§±¬ô Íòå Î±«­­·ô Íòå Ô±¾­¬»·²ô ßòå Ú·­½¸»®ô Þòå Í»·´»®ô
Òòå Î¿«´ô Úò Ý¿®½·²±¹»²»­·­ îððëô îêô ïîçï�ïîçëò
øç÷ Õ±´±¼¦·»´ô Øòå Ø»¾»®´¿²¼ô Ýòå É±»®¼»²¾¿¹ô Øò Öòå Õ±²·²¹­ô ßò Éò
Ìò Ð¸§¬±¬¸»®ò Î»­ò ïççëô çô ìïð�ìïëò
øïð÷ Ø«ô Øòå Ô»»ô Øò Öòå Ö·¿²¹ô Ýòå Æ¸¿²¹ô Öòå É¿²¹ô Ôòå Æ¸¿±ô Çòå
È·¿²¹ô Ïòå Ô»»ô Ûò Ñòå Õ·³ô Íò Øòå Ô«ô Öò Ó±´ò Ý¿²½»® Ì¸»®ò îððèô éô
îêèï�îêçïò
øïï÷ Õ«±ô Ðò Ìòå Ô·²ô Ìò Ðòå Ô·«ô Ôò Ýòå Ø«¿²¹ô Ýò Øòå Ô·²ô Öò Õòå Õ¿±ô Öò
Çòå É¿§ô Ìò Üò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððçô ëéô íííï�íííçò
øïî÷ Ø«¸ô Öò Ûòå Ô»»ô Ûò Ñòå Õ·³ô Óò Íòå Õ¿²¹ô Õò Íòå Õ·³ô Ýò Øòå Ý¸¿ô
Þò Ýòå Í«®¸ô Çò Öòå Õ·³ô Íò Øò Ý¿®½·²±¹»²»­·­ îððëô îêô ïìíê�ïììëò
øïí÷ Ó·§¿³±¬±ô Õòå Õ·­¸·ô Òòå Õ±­¸·«®¿ô Îòå Ç±­¸·¼¿ô Ìòå Ø¿¬¿²±ô Ìòå
Ñµ«¼¿ô Ìò Ý¸»³ò Ð¸¿®³ò Þ«´´ò øÌ±µ§±÷ ïçèéô íëô èïì�èîîò

øïì÷ Ý¸»²ô Éò Öòå Ý¸¿²¹ô Ýò Çòå Ô·²ô Öò Õò Þ·±½¸»³ò Ð¸¿®³¿½±´ò îððíô
êëô ïééé�ïéèëò
øïë÷ Ý¸»²ô Éò Öòå Ô·²ô Öò Õò Öò Þ·±´ò Ý¸»³ò îððìô îéçô ïíìçê�ïíëðëò
øïê÷ Ñ¸ô Ùò Íòå Ð¿»ô Øò Ñòå Ñ¸ô Øòå Ø±²¹ô Íò Ùòå Õ·³ô ×ò Õòå Ý¸¿·ô Õò
Çòå Ç«²ô Çò Ùòå Õ©±²ô Ìò Ñòå Ý¸«²¹ô Øò Ìò Ý¿²½»® Ô»¬¬ò îððïô ïéìô ïé�
îìò
øïé÷ Ø±ô Ôò Ôòå Ý¸»²ô Éò Öòå Ô·²óÍ¸·¿«ô Íò Çòå Ô·²ô Öò Õò Û«®ò Öò
Ð¸¿®³¿½±´ò îððîô ìëíô ïìç�ïëèò
øïè÷ Ø¿¾¬»³¿®·¿³ô Íò Ì±¨·½±² îððîô ìðô èí�èèò
øïç÷ Í¿µ¿·ô Øòå Ç¿³¿¼¿ô Çòå Í¸·³·¦«ô Óòå Í¿·¬±ô Õòå Ó±®·©¿µ·ô Øòå
Ø¿®¿ô ßò Ý¸»³ò Þ·±´ò ×²¬»®¿½¬ò îðïðô ïèìô ìîí�ìíðò
øîð÷ Ø¿®¬·­½¸ô Ýòå Õ±´±¼¦·»¶ô Øòå ª±² Þ®«½¸¸¿«­»²ô Úò Ð´¿²¬¿ Ó»¼ò
ïççéô êíô ïðê�ïïðò
øîï÷ É¿­·´»©·½¦ô Óò Ðòå Õ±´±¼¦·»¶ô Þòå Þ±¶«´µ±ô Ìòå Õ¿½¦³¿®½¦§µô Óòå
Í«´¦§½óÞ·»´·½µ¿ô Êòå Þ·»´·½µ·ô Üòå Ý·»°·»´¿ô Õò ×²¬ò Öò Ý±´±®»½¬¿´ Ü·­ò îðïðô
îëô ïðéç�ïðèëò
øîî÷ Ì±«®·²±ô Íòå Ô·¦¿®®¿¹¿ô Üòå Ý¿®®»®¿­ô ßòå Ô±®»²¦±ô Íòå Ë¹¿®¬±²¼±ô
Êòå Ó·¬¶¿²­ô Óòå Ê·²¿®¼»´´ô Óò Ðòå Ö«´·¿ô Ôòå Ý¿­½¿²¬»ô Óòå Ì±®®»­ô Öò Ôò
Ý¸»³ò Î»­ò Ì±¨·½±´ò îððèô îïô êçê�éðìò
øîí÷ Ô·¦¿®®¿¹¿ô Üòå Ì±«®·²±ô Íòå Î»§»­óÆ«®·¬¿ô Úò Öòå ¼» Õ±µô Ìò Óòå ª¿²
Ü»´º¬ô Öò Øòå Ó¿¿­ô Ôò Óòå Þ®·»¼»ô Öò Öòå Ý»²¬»´´»­ô Öò Öòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå
Ý¿­½¿²¬»ô Óò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððèô ëêô ïïêéë�ïïêèîò
øîì÷ Ó¿­¿µ·ô Øòå ß¬­«³·ô Ìòå Í¿µ«®¿·ô Øò Ú®»» Î¿¼·½¿´ Î»­ò Ý±³³«²ò
ïççíô ïçô ííí�íìðò
øîë÷ Ó¿­¿µ·ô Øòå ß¬­«³·ô Ìòå Í¿µ«®¿·ô Øò Þ·±´ò Ð¸¿®³ò Þ«´´ò ïççëô ïèô
ëç�êíò
øîê÷ Ø¿´´·©»´´ô Þò ÚÛÞÍ Ô»¬¬ò îððíô ëìðô í�êò
øîé÷ Þ»´´·±²ô Ðòå Ñ´µô Óòå É·´´ô Úòå Ü·»¬®·½¸ô Øòå Þ¿«³ô Óòå
Û·­»²¾®¿²¼ô Ùòå Ö¿²¦±©­µ·ô Ýò Ó±´ò Ò«¬®ò Ú±±¼ Î»­ò îððçô ëíô ïîîê�
ïîíêò
øîè÷ Í¿²¹ô Íòå Ø±«ô Æòå Ô¿³¾»®¬ô Öò Üòå Ç¿²¹ô Ýò Íò ß²¬·±¨·¼ò Î»¼±¨
Í·¹²¿´ò îððëô éô ïéðì�ïéïìò
øîç÷ Ú±¬·ô Óò Ýòå Ü¿¯«·²±ô Ýòå Ù»®¿½·ô Ýò Öò Ñ®¹ò Ý¸»³ò îððìô êçô
îíðç�îíïìò
øíð÷ Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ý¿®®»®¿­ô ßòå Ö·³»²»¦ô ßòå Þ®·´´¿­ô Ûòå Ì±®®»´´»­ô Èòå
Î·«­ô Öòå Ö«´·¿ô Ôò Öò Ñ®¹ò Ý¸»³ò îððéô éîô íéëð�íéëêò
øíï÷ Í¿¬±ô Óòå Ì±§¿¦¿µ·ô Øòå Ç±­¸·±µ¿ô Çòå Ç±µ±·ô Òòå Ç¿³¿­¿µ·ô Ìò
Ý¸»³ò Ð¸¿®³ò Þ«´´ò øÌ±µ§±÷ îðïðô ëèô çè�ïðîò
øíî÷ Í·²¹¸ô Þò Òòå Í¸¿²µ¿®ô Íòå Í®·ª¿­¬¿ª¿ô Îò Õò Þ·±½¸»³ò Ð¸¿®³¿½±´ò
îðïïô èîô ïèðé�ïèîïò
øíí÷ Ç¿²¹ô Ýò Íòå É¿²¹ô Øòå Ô·ô Ùò Èòå Ç¿²¹ô Æòå Ù«¿²ô Úòå Ö·²ô Øò
Ð¸¿®³¿½±´ò Î»­ò îðïïô êìô ïïí�ïîîò
øíì÷ ×¿½±³·²±ô Ùòå Ó»¼·½·ô Óò Ýòå Ò¿°±´·ô Üòå Î«­­±ô Ùò Ôò Öò Ý»´´ò
Þ·±½¸»³ò îððêô ççô ïïîî�ïïíïò
øíë÷ Û´­¿¾¿ô Ìò Óòå Ó¿®¬·²»¦óÐ±³¿®»­ô Ôòå Î±¾·²­ô ßò Îòå Ý®±±µô Íòå
Í»¬¸ô Îòå Ö¿½µ­±²ô Üòå Ó½Ý¿®¬ô ßòå Í·´ª»®ô ßò Îòå Ì±³Ô·²­±²ô ×ò Ðòå ×´§¿­ô
Óò ÐÔ±Í Ñ²»ò îðïðô ëô »ïðéïìò
øíê÷ Ø«ô Øòå Æ¸¿²¹ô Öòå Ô»»ô Øò Öòå Õ·³ô Íò Øòå Ô«ô Öò Ý¿®½·²±¹»²»­·­
îððçô íðô èïè�èîíò
øíé÷ Ü¿«»®ô ßòå Ø»²­»´ô ßòå Ô¸±­¬»ô Ûòå Õ²¿­³«´´»®ô Íòå Ó»®­½¸ó
Í«²¼»®³¿²²ô Êò Ð¸§¬±½¸»³·­¬®§ îððíô êíô ïçç�îðéò
øíè÷ Ó½Ü±«¹¿´´ô Ùò Öòå Î±­­ô Øò ßòå ×µ»¶·ô Óòå Í¬»©¿®¬ô Üò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼
Ý¸»³ò îððèô ëêô íðïê�íðîíò
øíç÷ Ó¿´¼±²¿¼±óÝ»´·­¿ô Óò Ûòå Î±«­­·¿ô Íòå Ú±´¬¦»®óÖ±«®¼¿·²²»ô Ýòå
Ù±­­»ô Úòå Ô±¾­¬»·²ô ßòå Ø¿¾±´¼ô Ýòå Î±»­­²»®ô ßòå Í½¸²»·¼»®óÍ¬±½µô Îòå
Î¿«´ô Úò Ý»´´ò Ó±´ò Ô·º» Í½·ò îððèô êëô ïìîë�ïìíìò
øìð÷ ß­½»²­¿±ô ßò ßòå Ó¿¹¿´¸¿»­ô Öò Úòå Í±¿®»­ô Öò Óòå Ú»®®»·®¿ô Îò Óòå
Ò»«°¿®¬¸ô Óò Öòå ß°°»´´ô Øò Öòå Ü«¿®¬»ô Öò ßò ×²¬ò Öò Í°±®¬­ Ó»¼ò îððëô îêô
îëè�îêéò
øìï÷ Ü¸¿µ­¸·²¿³±±®¬¸§ô Íòå Ô±²¹ô Üò Öò î²¼å Ö¿·­©¿´ô ßò Õò Ý«®®ò Ì±°
Ý»´´ Î»¹«´ò îðððô íêô îðï�îïêò
øìî÷ Ø¿ª»²­ô Ýò Ùòå Ø±ô ßòå Ç±­¸·±µ¿ô Òòå Ü±©¼§ô Íò Úò Ó±´ò Ý»´´ò
Þ·±´ò îððêô îêô ìéðï�ìéïïò
øìí÷ Ó±§»®ô Óò Ðòå Ó¿²¦¿²±ô Ôò ßòå Ó»®®·³¿²ô Îò Ôòå Í¬¿«ºº»®ô Öò Íòå
Ì¿²¦»®ô Ôò Îò ×² Ê·¬®± Ý»´´ Ü»ªò Þ·±´ò ß²·³ò ïççêô íîô íïë�íïéò
øìì÷ Ý¸¿·ô Ðò Ýòå Ô±²¹ô Ôò Øòå Ø¿´´·©»´´ô Þò Þ·±½¸»³ò Þ·±°¸§­ò Î»­ò
Ý±³³«²ò îððíô íðìô êëð�êëìò

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�íííî



øìë÷ Û´¾´·²¹ô Ôòå É»·­­ô Îò Óòå Ì»«º»´¸±º»®ô Ñòå Ë¸´ô Óòå Õ²¿­³«»´´»®ô
Íòå Í½¸«´¬»óØ»®³¿²²ô Îòå Þ»®¹»®ô Éòå Ó·½µ­½¸»ô Óò ÚßÍÛÞ Öò îððëô ïçô
èðé�èðçò
øìê÷ Ô±²¹ô Ôò Øòå Ý´»³»²¬ô Óò Êòå Ø¿´´·©»´´ô Þò Þ·±½¸»³ò Þ·±°¸§­ò Î»­ò
Ý±³³«²ò îðððô îéíô ëð�ëíò
øìé÷ Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ê¿®»´¿ô Þòå Þ®·´´¿­ô Ûòå Ö«´·¿ô Ôò Ý¸»³ò Ý±³³«²ò
øÝ¿³¾®·¼¹»ô ËòÕò÷ò îððíô éì�éëò
øìè÷ Ö»®»¦ô Óòå Ì±«®·²±ô Íòå Í·²»·®±ô Öòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ò«²»¦ô Óò Öò
Ú±±¼ Ý¸»³ò îððéô ïðìô ëïè�ëîéò
øìç÷ Þ®¿²¼óÉ·´´·¿³­ô Éòå Ý«ª»´·»®ô Óò Ûòå Þ»®­»¬ô Ýò ÔÉÌ�Ú±±¼ Í½·ò
Ì»½¸²±´ò ïççëô îèô îë�íðò
øëð÷ Ó±­³¿²²ô Ìò Öò ×³³«²±´ò Ó»¬¸±¼­ ïçèíô êëô ëë�êíò
øëï÷ Ô±¦¿²±ô Ýòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ö«´·¿ô Ôòå Ö·³»²»¦ô ßòå Ý»²¬»´´»­ô Öò Öòå
Ý¿­½¿²¬»ô Óò ÚÛÞÍ Ô»¬¬ò îððëô ëéçô ìîïç�ìîîëò
øëî÷ Ö·¿²¹ô ÆòóÇòå Ø«²¬ô Öò Êòå É±´ººô Íò Ðò ß²¿´ò Þ·±½¸»³ò ïççîô îðîô
íèì�íèçò

Ö±«®²¿´ ±º Ò¿¬«®¿´ Ð®±¼«½¬­ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ²°îððìîêµ ¤ Öò Ò¿¬ò Ð®±¼ò îðïîô éëô îê�íííí



 

Anexos

167 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Punicalagin and catechins contains polyphenolic 

substructures that influence cell viability and can be 

monitored by radical biosensors selective to electron 

transfer. 
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RESUMEN 

Los compuestos polifenólicos pueden ser captadores o generadores de 

radicales libres dependiendo de su naturaleza y de su concentración. 

Este doble efecto antioxidante-prooxidante, puede contribuir a su 

influencia sobre la viabilidad celular. Para controlar las propiedades redox 

de los polifenoles (punicalagina y catequinas) que contienen hidroxilos 

fenólicos con diferentes capacidades reductoras se utiliza dos radicales 

estables sintetizados en nuestro laboratorio, el radical tris(2,3,5,6-

tetracloro-4-nitrofenil)metilo (TNPTM) y el radical tris(2,4,6-tricloro-3,5-

dinitrofenilo) metilo (HNTTM), los cuales sólo actúan en reacciones de 

reducción de transferencia electrónica. El uso de estos dos radicales 

revela que subestructuras consistentes en ésteres galato unidos por 

enlaces C-C procedentes de la punicalagina son más reactivos que los 

galatos simples y menos reactivos que el grupo pirogalol de las 

catequinas del té verde. Los grupos más reactivos con TNPTM, están 

presentes en los compuestos que afectan a la viabilidad de células de 

cáncer de colon HT-29. El radical TNPTM reacciona con galatos y 

pirogalol y proporciona una técnica para detectar polifenoles 

potencialmente beneficiosos a partir de fuentes naturales (Carreras et al. 

2012). 
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¬¸» ½¿¬»½¸± ố °§®±¹¿´´±´ô ¿²¼ ¹¿´´¿¬» ³±·»¬·»­ô ¿²¼ ©» »ª¿´«¿¬» ¬¸»
»ºº»½¬ ±º ¿´´ ¬¸»­» ³±´»½«´»­ ±² ¬¸» ª·¿¾·´·¬§ ±º ½±´±² ½¿®½·²±³¿
ØÌóîç ½»´´­ò

ÓßÌÛÎ×ßÔÍ ßÒÜ ÓÛÌØÑÜÍ

Ì®·­øîôíôëôêó¬»¬®¿½¸´±®±óìó²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´ øÌÒÐÌÓ÷ ¿²¼ ¬®·­ó
øîôìôêó¬®·½¸´±®±óíôëó¼·²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´ øØÒÌÌÓ÷ ©»®» ­§²¬¸»ó
­·¦»¼ ·² ±«® ´¿¾±®¿¬±®§ ¿­ ¼»­½®·¾»¼ °®»ª·±«­´§òïçôîð ïôïóÜ·°¸»²§´óîó
°·½®§´¸§¼®¿¦§´ øÜÐÐØ÷ ©¿­ °«®½¸¿­»¼ º®±³ Í·¹³¿óß´¼®·½¸ øÍ¬ò Ô±«·­ô
ÓÑ÷ò Ð«²·½¿´¿¹·² øï÷ ø çèû øØÐÔÝ÷÷ ©¿­ ±¾¬¿·²»¼ º®±³ Þ·±°«®·º§
øÍ·½¸«¿²ô Ý¸·²¿÷ô »´´¿¹·½ ¿½·¼ øí÷ ¿²¼ ¬¸» ½¿¬»½¸·²­ ì�é ©»®» º®±³
º®±³ Í·¹³¿óß´¼®·½¸ô ¿²¼ ¼·³»¬¸§´ó¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´ ¼·½¿®¾±¨§´¿¬»
øÜØØÜÐô î÷ ©¿­ ­§²¬¸»­·¦»¼ ·² ±«® ´¿¾±®¿¬±®§ º±´´±©·²¹ °®±½»¼«®»­
¼»­½®·¾»¼ »´­»©¸»®»îè ø­»» ¬¸» Í«°°±®¬·²¹ ×²º±®³¿¬·±²÷ò
Î¿¼·½¿´óÍ½¿ª»²¹·²¹ Ý¿°¿½·¬§ò Ì¸» ­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ ©¿­
¼»¬»®³·²»¼ º®±³ ³·¨¬«®»­ øïæïô ªñª÷ ±º º®»­¸ ­±´«¬·±²­ ±º ­¬¿¾´»
®¿¼·½¿´­ øÌÒÐÌÓô ØÒÌÌÓô ÜÐÐØå ïîð Ó÷ ¿²¼ º®»­¸ ­±´«¬·±²­ ±º
°±´§°¸»²±´­ ï�ç ·² ÝØÝ´íñÓ»ÑØ øîæï÷ ¿¬ ¼·ºº»®»²¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²­
øï�ïîð Ó÷ ¿¬ ®±±³ ¬»³°»®¿¬«®»ò ß´´ ±º ¬¸» ­±´«¬·±²­ ©»®» °®»°¿®»¼

Ú·¹«®» ïò Í¬®«½¬«®»­ ±º °«²·½¿´¿¹·² øï÷ô ®»´¿¬»¼ ½±³°±«²¼­ øî ¿²¼ í÷ô ¹®»»² ¬»¿ ½¿¬»½¸·²­ øì�é÷ô ¿²¼ ­·³°´» °¸»²±´­ øè ¿²¼ ç÷ò

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºîðìðëç¨ ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïîô êðô ïêëç�ïêêëïêêð



¿²¼ ¼»±¨§¹»²¿¬»¼ ·² ¬¸» ¼¿®µ²»­­ò Ì¸» ®»¿½¬·±²­ ©»®» ³±²·¬±®»¼
¾§ »´»½¬®±² °¿®¿³¿¹²»¬·½ ®»­±²¿²½» øÛÐÎ÷ ±² ¿² ÛÓÈóÐ´«­ ïðñïî
øÞ®«µ»® Þ·±Í°·²ô Î¸»·²­¬»¬¬»²ô Ù»®³¿²§÷ ¿º¬»® ìè ¸ øÌÒÐÌÓ÷ô é ¸
øØÒÌÌÓ÷ô ¿²¼ íð ³·² øÜÐÐØ÷ò Ñ°»®¿¬·²¹ ½±²¼·¬·±²­ ©»®» ¿­
º±´´±©­æ ½»²¬»® º·»´¼ô íêïë Ùå ­½¿² ®¿²¹»ô îëð Ùå ³·½®±©¿ª» °±©»®ô
ëòî ³Éå ³·½®±©¿ª» º®»¯«»²½§ô çòèê ÙØ¦å ³±¼«´¿¬·±² º®»¯«»²½§ô
ïðð µØ¦å ®»½»·ª»® ¹¿·²ô ê I ïðíå ¿²¼ ¬·³» ½±²­¬¿²¬ô ìòï ­ò Ì¸» ­½¿ªó
»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ ±º °±´§°¸»²±´­ ·­ ¹·ª»² ¿­ ÛÝëðô ©¸·½¸ ½±®®»ó
­°±²¼­ ¬± ¬¸» ¿³±«²¬ ø³·½®±¹®¿³­ ±® ³·½®±³±´»­÷ ±º °±´§°¸»²±´ ¿¾´»
¬± ½±²­«³» ¸¿´º ¬¸» ¿³±«²¬ ±º º®»» ®¿¼·½¿´ ¼·ª·¼»¼ ¾§ ³·½®±³±´»­ ±º
·²·¬·¿´ ®¿¼·½¿´ò Ì¸» ®»­«´¬­ ·² ³·½®±¹®¿³­ °»® ³·½®±³±´» ½±²ª»§ ¬¸»
·¼»¿ ±º ¬¸» ­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ ±º ¿ ¹·ª»² ¿³±«²¬ ±º °±´§°¸»²±´ô ¿²¼
¬¸» ®»­«´¬­ ·² ³·½®±³±´»­ °»® ³·½®±³±´» °®±ª·¼» ·²º±®³¿¬·±² ¿¾±«¬
¬¸» ²«³¾»® ±º »¯«·ª¿´»²¬­ °»® ³±´»½«´»ò Ì± º¿½·´·¬¿¬» ¬¸» ½±³°¿®·­±²
¾»¬©»»² ­¬®«½¬«®»­ô ¬¸» ®»­«´¬­ ©»®» ¿´­± »¨°®»­­»¼ ¿­ ¿²¬·®¿¼·½¿´
½¿°¿½·¬§ øßÎÝ÷ô ©¸·½¸ ·­ ¬¸» ·²ª»®­» ±º ÛÝëð ·² ³·½®±¹®¿³­ °»®
³·½®±³±´» ¿²¼ ¸§¼®±¹»² ¿¬±³­ ¼±²¿¬»¼ ±® »´»½¬®±²­ ¬®¿²­º»®®»¼ °»®
³±´»½«´» ±º °±´§°¸»²±´ øØñ»÷ô ©¸·½¸ ·­ ¬¸» ·²ª»®­» ±º î I ÛÝëð ·²
³·½®±³±´»­ °»® ³·½®±³±´»ò
Õ·²»¬·½ Ó»¿­«®»³»²¬­ò Ì¸» ®¿¬» ½±²­¬¿²¬­ ±º ¬¸» ®»¿½¬·±²­
¾»¬©»»² ÌÒÐÌÓ ¿²¼ °±´§°¸»²±´­ î ¿²¼ è ©»®» »­¬·³¿¬»¼ ¾§ ÛÐÎò
Ú®»­̧ ´§ °®»°¿®»¼ ­±´«¬·±²­ ±º ÌÒÐÌÓ ·² ÝØíÝ´ñÓ»ÑØ øîæï÷ øîìð Ó÷
¿²¼ ¬¸» °±´§°¸»²±´ øìè Ó ·² ¬¸» ­¿³» ­±´ª»²¬÷ ©»®» ³·¨»¼ øïæïô ªñªô
³±´¿® ®¿¬·± ëæï÷ô ¿²¼ ¬¸» ¼»½¿§ ±º ¬¸» ÌÒÌÐÓ ¾¿²¼ ©¿­ º±´´±©»¼ ¿¬
®±±³ ¬»³°»®¿¬«®»ò Ñ°»®¿¬·²¹ ½±²¼·¬·±²­ ©»®» ¿­ º±´´±©­æ ½»²¬»® º·»´¼ô
íìëð Ùå ­½¿² ®¿²¹»ô îëð Ùå ³·½®±©¿ª» °±©»®ô ïòð ³Éå ³·½®±©¿ª»
º®»¯«»²½§ô çòèê ÙØ¦å ³±¼«´¿¬·±² º®»¯«»²½§ô ïðð µØ¦å ®»½»·ª»® ¹¿·²ô
èòç I ïðíå ¿²¼ ¬·³» ½±²­¬¿²¬ô ìðòçê ­ò Ì¸» ®¿¬» ½±²­¬¿²¬­ ¿²¼ ¬¸» ¬±¬¿´
²«³¾»® ±º »´»½¬®±²­ ¬®¿²­º»®®»¼ °»® °±´§°¸»²±´ ø²»÷ ©»®» »­¬·³¿¬»¼
©·¬¸ ¿ ­·³°´» ¿²¼ ¹»²»®¿´ µ·²»¬·½ ³±¼»´ ®»°±®¬»¼ ¾§ Ü¿²¹´»­ »¬ ¿´òîç

¼»º·²»¼ ¾§ »¯ ïò Ì¸» ª¿´«»­ º±® ¬¸» ®¿¬» ½±²­¬¿²¬ô µ ©»®» ½¿´½«´¿¬»¼
º®±³ ¬¸» ·²¬»¹®¿¬»¼ »¯ îò

� ã I

ã

¬ µ ²

µ

¼ÅÌÒÐÌÓÃñ¼ Åø°±´§÷°¸»²±´ÃÅÌÒÐÌÓÃ

Åø°±´§÷°¸»²±´ÃÅÌÒÐÌÓÃï øï÷

�

�

ã �

�

× ×

× ×

µ ½

× ×
¬´²

ï ñ

ï ñ ñ ï
¨º

º ð

ï

ð º øî÷

×² »¯­ ï ¿²¼ îô ² ®»°®»­»²¬­ ¬¸» ²«³¾»® ±º ®»¼«½»¼ ³±´»­ ±º ÌÒÐÌÓ
°»® ³±´» ±º °±´§°¸»²±´å ×ð ·­ ¬¸» ·²·¬·¿´ ·²¬»²­·¬§ ±º ¬¸» ÌÒÐÌÓ ­·¹²¿´
·² ¬¸» ÛÐÎ ­°»½¬®¿å ×º ·­ ¬¸» º·²¿´ ª·­·¾´» ·²¬»²­·¬§å ¿²¼ ½ ·­ ¬¸» ·²·¬·¿´
½±²½»²¬®¿¬·±² ±º °±´§°¸»²±´ò Ì¸» ²» ª¿´«»­ ±º ¬¸» ­¬±·½¸·±³»¬®§ ±º ¬¸»
°±´§°¸»²±´ ©»®» ½¿´½«´¿¬»¼ «­·²¹ »¯ íå ·­ ¬¸» ³±´¿® ¿¾­±®°¬·ª·¬§
½¸¿®¿½¬»®·­¬·½ ±º ¬¸» ­¬¿¾´» º®»» ®¿¼·½¿´ò

ã

�

²
× ×

Ý
»
ð º

øí÷

Ý§½´·½ Ê±´¬¿³³»¬®§ò Ý§½´·½ ª±´¬¿³³»¬®·»­ ©»®» ½¿®®·»¼ ±«¬ ·² ¿
­¬¿²¼¿®¼ ¬¸»®³±­¬¿¬»¼ ½§´·²¼®·½¿´ô ±²»ó½±³°¿®¬³»²¬ô ¬¸®»»ó»´»½¬®±¼»
½»´´ò ß °´¿¬·²«³ øÐ¬÷ ¼·­µ ±º ðòðçí ½³î ¿®»¿ ©¿­ «­»¼ ¿­ ¬¸» ©±®µ·²¹
»´»½¬®±¼» ¿²¼ ¿ Ð¬ ©·®» ¿­ ¬¸» ½±«²¬»® »´»½¬®±¼»ò Ì¸» ®»º»®»²½» »´»½ó
¬®±¼» ©¿­ ¿ ­¿¬«®¿¬»¼ ½¿´±³»´ »´»½¬®±¼» øÍÝÛ÷ô ­«¾³»®¹»¼ ·² ¿ ­¿´¬
¾®·¼¹» ±º ¬¸» ­¿³» »´»½¬®±´§¬»ô ©¸·½¸ ©¿­ ­»°¿®¿¬»¼ º®±³ ¬¸» ¬»­¬
­±´«¬·±² ¾§ ¿ Ê§½±® ³»³¾®¿²»ò Í±´«¬·±²­ ±º °±´§°¸»²±´­ ø ïð�í Ó÷
·² ÜÓÚ ½±²¬¿·²·²¹ ¬»¬®¿¾«¬§´¿³³±²·«³ °»®½¸´±®¿¬» øðòï Ó÷ ¿­ ¬¸»
¾¿½µ¹®±«²¼ »´»½¬®±´§¬» ©»®» ­¬«¼·»¼ò Ì¸» ª±´«³» ±º ¿´´ ¬»­¬ ­±´«¬·±²­
©¿­ ëð ³Ôò Û´»½¬®±½¸»³·½¿´ ³»¿­«®»³»²¬­ ©»®» °»®º±®³»¼ «²¼»® ¿²
¿®¹±² ¿¬³±­°¸»®» ¿¬ îë pÝ «­·²¹ ¿² Û½± Ý¸»³·» ß«¬±´¿¾ ÐÙÍÌßó
Ìïðð °±¬»²¬·±­¬¿¬ó¹¿´ª¿²±­¬¿¬ øß«¬±´¿¾ô Ë¬®»½¸¬ô Ì¸» Ò»¬¸»®´¿²¼­÷
½±²¬®±´´»¼ ¾§ ¿ ½±³°«¬»® ©·¬¸ Ò±ª¿ ïòë ­±º¬©¿®» øß«¬±´¿¾÷ò Ý§½´·½
ª±´¬¿³³±¹®¿³­ ±º ¿´´ ¬¸» ­±´«¬·±²­ ©»®» ®»½±®¼»¼ ¿¬ ­½¿² ®¿¬»­ ®¿²¹·²¹
º®±³ îð ¬± îðð ³Ê ­�ïò
Ý»´´ Ý«´¬«®» ¿²¼ Ê·¿¾·´·¬§ ß­­¿§ò ØÌóîç ¸«³¿² ½±´±² ¿¼»ó
²±½¿®½·²±³¿ ½»´´­ ©»®» ±¾¬¿·²»¼ º®±³ ¬¸» ß³»®·½¿² Ì§°» Ý«´¬«®»
Ý±´´»½¬·±²ò ØÌóîç ½»´´­ ©»®» ½«´¬«®»¼ ·² Ü«´¾»½± Ó±¼·º·»¼ Û¿¹´»�­
Ó»¼·«³ øÜÓÛÓ ©·¬¸ ìëðð ³¹ Ô�ï ¹´«½±­»ô Ôó¹´«¬¿³·²»ô ¿²¼ ­±¼·«³
¾·½¿®¾±²¿¬»ô ©·¬¸±«¬ ­±¼·«³ °§®«ª¿¬»å Í·¹³¿óß´¼®·½¸÷ô ­«°°´»³»²¬»¼
©·¬¸ ïðû º»¬¿´ ¾±ª·²» ­»®«³ øÐßß Ô¿¾±®¿¬±®·»­ô Ð¿­½¸·²¹ô ß«­¬®·¿÷

¿²¼ ¿²¬·¾·±¬·½­ô ïðð Ë ³Ô�ï °»²·½·´´·² ¿²¼ ïðð ³¹ Ô�ï ­¬®»°¬±³§½·²
ø×²ª·¬®±¹»²ô Ð¿·­´»§ô ËòÕò÷ô ¿¬ íé pÝ ·² ¿ ¸«³·¼·º·»¼ ¿¬³±­°¸»®» ±º
ÝÑî øëû÷ò Ì¸» »ºº»½¬ ±º ¬®»¿¬³»²¬ ©·¬¸ ¼·ºº»®»²¬ °±´§°¸»²±´­ «°±²
°®±´·º»®¿¬·±² ±º ØÌóîç ½±´±² ½¿²½»® ½»´´­ ©¿­ ³»¿­«®»¼ ¾§ ¬¸» íóøìôëó
¼·³»¬¸§´¬¸·¿¦±´óîó§´÷óîôëó¼·°¸»²§´ ¬»¬®¿¦±´·«³ ¾®±³·¼» øÓÌÌ÷
øÍ·¹³¿óß´¼®·½¸÷ ¿­­¿§ô ©¸·½¸ ·­ ¾¿­»¼ ±² ¬¸» ¿¾·´·¬§ ±º ´·ª» ½»´´­ ¬±
½´»¿ª» ¬¸» ¬»¬®¿¦±´·«³ ®·²¹ô ¬¸«­ °®±¼«½·²¹ º±®³¿¦¿²ô ©¸·½¸ ¿¾­±®¾­ ¿¬
ëéð ²³ò ØÌóîç ½»´´­ øíððð ½»´´­ñ©»´´÷ ©»®» ¹®±©² ±² ¿ çêó©»´´ °´¿¬»
º±® îì ¸ ¿²¼ ¬¸»² ·²½«¾¿¬»¼ ©·¬¸ ¬¸» ¼·ºº»®»²¬ °±´§°¸»²±´­ ¿¬ ¼·ºó
º»®»²¬ ½±²½»²¬®¿¬·±²­ øïð�íðð Ó÷ ·² ¼·³»¬¸§´ ­«´º±¨·¼» øÜÓÍÑ÷
øÍ·¹³¿óß´¼®·½¸÷ô »¨½»°¬ »´´¿¹·½ ¿½·¼ øí÷ô ©¸·½¸ ©¿­ ¼·­­±´ª»¼ ·²
Òó³»¬¸§´°§®®±´·¼±²» ¾»½¿«­» ±º ·¬­ °±±® ­±´«¾·´·¬§ ·² ÜÓÍÑò ßº¬»® éî ¸ô
ïðð Ô ±º ÓÌÌ ­±´«¬·±² øðòë ³¹ ³Ô�ï÷ ©¿­ ¿¼¼»¼ ¬± »¿½¸ ©»´´ò ßº¬»®
ï ¸ ±º ·²½«¾¿¬·±²ô ¬¸» º±®³¿¦¿² ­¿´¬ ©¿­ ®»­«­°»²¼»¼ ·² ïðð Ô ±º
ÜÓÍÑò Ý»´´ ª·¿¾·´·¬§ ©¿­ ³»¿­«®»¼ ¾§ ¿¾­±®¾¿²½» ¿¬ ëëð ²³ ±² ¿²
ÛÔ×Íß °´¿¬» ®»¿¼»® øÌ»½¿² Í«²®·­» ÓÎîðóíðïô ÌÛÝßÒô ß«­¬®·¿÷ò Ì¸»
»¨°»®·³»²¬­ ©»®» ¿´­± ®«² ·² ¬¸» °®»­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­» øÍ·¹³¿óß´¼®·½¸÷ô
ïðð Ë ³Ô�ï ·² ÜÓÛÓòíð Ì¸» ®»­«´¬­ ©»®» »¨°®»­­»¼ ¿­ ×Ýëðò

ÎÛÍËÔÌÍ

Î¿¼·½¿´óÍ½¿ª»²¹·²¹ Ý¿°¿½·¬§ ±º Ð±´§°¸»²±´­ Ó»¿ó
­«®»¼ ¾§ ÌÒÐÌÓô ØÒÌÌÓô ¿²¼ ÜÐÐØò Ì¸» ­½¿ª»²¹·²¹
½¿°¿½·¬§ ±º °«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¿²¼ ®»´¿¬»¼ ½±³°±«²¼­ î ¿²¼ íô
º´¿ª¿²±´­ ì�éô °§®±¹¿´´±´ øè÷ô ¿²¼ ³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ ©¿­ ³»¿­«®»¼
¾§ ³¿µ·²¹ ¬¸»³ ®»¿½¬ ©·¬¸ ¬¸» ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´­ ÌÒÐÌÓô ØÒÌÌÓô
¿²¼ ÜÐÐØ ·² ¿ ³·¨¬«®» ¬¸¿¬ ·²½´«¼»­ ¿ °±´¿® ¸§¼®±¨§´¿¬»¼ ­±´ª»²¬
øÝØÝ´íñÓ»ÑØ øîæï÷ øªñª÷÷ ¿²¼ ³±²·¬±®·²¹ ¬¸» ¼»½®»¿­» ±º ¬¸»
ÛÐÎ ®¿¼·½¿´ ­·¹²¿ ò́ ÌÒÐÌÓ ¿²¼ ØÒÌÌÓ ¿®» ®»¼«½»¼ »¨½´«­·ª»´§
¾§ ¿½½»°¬·²¹ »´»½¬®±²­ô ·² ½±²¬®¿­¬ ¬± ÜÐÐØô ©¸·½¸ ®»¿½¬­ ¾§ ØßÌ
¿²¼ñ±® ÛÌ ¼»°»²¼·²¹ ±² ¬¸» ­±´ª»²¬ò Ì¿¾´» ï ­«³³¿®·¦»­ ¬¸»
®»­«´¬­ ±º ¬¸» ­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬§ ±º ï�ç ¿¹¿·²­¬ ¬¸» ¬¸®»» ®¿¼·½¿´­ò
Ð«²·½¿´¿¹·² øï÷ô ÛÝÙ øê÷ô ¿²¼ ÛÙÝÙ øé÷ ©»®» ¬¸» ³±­¬
¿½¬·ª» °±´§°¸»²±´­ ¿¹¿·²­¬ ØÒÌÌÓ ¿²¼ ÜÐÐØò Ì¸» ²«³¾»®
±º »´»½¬®±²­ ¬®¿²­º»®®»¼ ¬± ØÒÌÌÓ ®±«¹¸´§ ½±®®»­°±²¼»¼ ¬±
¬¸» ²«³¾»® ±º °«¬¿¬·ª» ®»¿½¬·ª» °±­·¬·±²­ ø¹»³·²¿´ ¸§¼®±¨§´­÷
±º ¬¸» º´¿ª¿²±´­ »¨½»°¬ º±® ÛÝÙ øê÷ô ©¸·½¸ ½±²­«³»¼ ¿ ´¿®¹»®
¿³±«²¬ ±º ®¿¼·½¿´ò Í«®°®·­·²¹´§ô ÜØØÜÐ øî÷ ¬®¿²­º»®®»¼ ìòí
»´»½¬®±²­ ·²­¬»¿¼ ±º êô ¿²¼ °«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¬®¿²­º»®®»¼ ïìòî »´»½ó
¬®±²­ ·²­¬»¿¼ ±º ïêò Ì¸» ­½¿ª»²¹·²¹ ½¿°¿½·¬·»­ ±º ¬¸» °±´§ó
°¸»²±´­ ¿¹¿·²­¬ ÌÒÐÌÓ ®¿¼·½¿´ ©»®» ´±©»® ¬¸¿² ¬¸±­»
±¾¬¿·²»¼ ©·¬¸ ØÒÌÌÓ ¿²¼ ÜÐÐØ ¾»½¿«­» ÌÒÐÌÓ ®»¿½¬­
±²´§ ©·¬¸ ¬¸» ³±­¬ ®»¿½¬·ª» ¸§¼®±¨§´­ò Ñ²» ³±´»½«´» »¿½¸ ±º
ÛÙÝ øë÷ô ÛÙÝÙ øé÷ô ¿²¼ °§®±¹¿´´±´ øè÷ ®»¿½¬»¼ ©·¬¸ í ³±´»½«´»­
±º ÌÒÐÌÓ ø®±«¹ ´̧§ ï »´»½¬®±² ¬®¿²­º»®®»¼ º®±³ »¿½¸ ±º ¬¸»
¬¸®»» ¹»³·²¿´ ¸§¼®±¨§´­÷å ï ³±´»½«´» ±º °«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¿²¼ ·¬­
­«¾­¬®«½¬«®» ÜØØÜÐ øî÷ ®»¿½¬»¼ ©·¬¸ íòí ¿²¼ î ³±´»½«´»­ ±º
ÌÒÐÌÓô ®»­°»½¬·ª»´§ ø®±«¹¸´§ ï »´»½¬®±² ¬®¿²­º»®®»¼ º®±³ »¿½¸
Ý�Ý ´·²µ»¼ ¹¿´´¿¬»÷ò ×² ½±²¬®¿­¬ô »´´¿¹·½ ¿½·¼ øí÷ô ÛÝ øì÷ô ÛÝÙ
øê÷ô ¿²¼ ³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ ¼·¼ ²±¬ ®»¿½¬ ¿¬ ¿´´ ©·¬¸ ÌÒÐÌÓò
Ú·¹«®» î ­¸±©­ ¹®¿° ·̧½¿´´§ ¬¸» ­»´»½¬·ª» ®»¿½¬·ª·¬§ ±º ½¸¿®¿½¬»®·­¬·½
°¸»²±´·½ ³±·»¬·»­ ©·¬¸ ÌÒÐÌÓô ³±²·¬±®»¼ ¾§ ¬¸» ¼»½®»¿­» ±º ¬¸»
ÌÒÐÌÓ ®¿¼·½¿´ ÛÐÎ ­·¹²¿´ «°±² ®»¿½¬·±² ©·¬¸ ÜØØÜÐ øî÷ô
°§®±¹¿´´±´ øè÷ô ¿²¼ ³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ò
Õ·²»¬·½ Ó»¿­«®»³»²¬­ò Ì± º«®¬¸»® ½¸¿®¿½¬»®·¦» ¬¸»
­½¿ª»²¹·²¹ ¿½¬·ª·¬§ ±º ¬¸» ¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´ ³±·»¬§ ©·¬¸·²
°«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¿²¼ °§®±¹¿´´±´ øè÷ô ©¸·½¸ ¿®» ¬¸» ±²´§ ­·³°´»
­¬®«½¬«®»­ ¬¸¿¬ ®»¿½¬ ©·¬¸ ÌÒÌÐÓô ©» ³¿¼» µ·²»¬·½ ³»¿­«®»ó
³»²¬­ ±º ¬¸» ®»¿½¬·±²­ ±º ÜØØÜÐ øî÷ ¿²¼ °§®±¹¿´´±´ øè÷ ©·¬¸
ÌÒÐÌÓò Ì¸» ½±«®­» ±º ¬¸» ®»¿½¬·±² ©¿­ ³±²·¬±®»¼ «­·²¹ ÛÐÎ
¾§ ®»½±®¼·²¹ ¬¸» ¼»½¿§ ±º ¬¸» ÌÒÐÌÓ ­·¹²¿´ ¿­ ¿ ®»­«´¬ ±º ¬¸»
¿¼¼·¬·±² ±º ¬¸» °±´§°¸»²±´ ·² ÝØÝ´íñÓ»ÑØ øîæï÷ ¿¬ ¿ ³±´¿®
®¿¬·± ÌÒÐÌÓñ°±´§°¸»²±´ ±º ëæïò Ì± ½¿´½«´¿¬» ¬¸» ­¬±·½¸·±ó
³»¬®·½ º¿½¬±®ô ¬¸» ®»¿½¬·±² ©¿­ ³±²·¬±®»¼ ¬± ½±³°´»¬·±² ±ª»® ¿
°»®·±¼ ±º ìè ¸ò

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºîðìðëç¨ ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïîô êðô ïêëç�ïêêëïêêï



Ì¸» ®¿¬» ½±²­¬¿²¬­ ¿²¼ ­¬±·½¸·±³»¬®·½ º¿½¬±®­ º±® ¬¸»­»
®»¿½¬·±²­ ¿®» ¹·ª»² ·² Ì¿¾´» îò Ì¸» ®»¿½¬·±² ©·¬¸ °§®±¹¿´´±´ øè÷
©¿­ º¿­¬»® ¬¸¿² ¬¸¿¬ ©·¬¸ ÜØØÜÐ øî÷ô ¿²¼ ¬¸» ­¬±·½¸·±³»¬®·½
º¿½¬±®­ ©»®» ½±²­·­¬»²¬ ©·¬¸ ¬¸±­» »­¬·³¿¬»¼ º®±³ ¬¸» ½±²ó
½»²¬®¿¬·±²ñ¿½¬·ª·¬§ ½«®ª» ¿²¼ ­¸±©² ·² Ì¿¾´» ïô ®±«¹¸´§ ½±®®»ó
­°±²¼·²¹ ¬± î ¿²¼ í »´»½¬®±²­ º®±³ ÜØØÜÐ øî÷ ¿²¼ °§®±¹¿´´±´
øè÷ô ®»­°»½¬·ª»´§ò ß­ ½±³³»²¬»¼ ¾»º±®»ô ³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ ¼·¼
²±¬ ®»¼«½» ¬¸» ÌÒÐÌÓò
ß²±¼·½ Ñ²­»¬ Ð±¬»²¬·¿´­ò Ì± »¨°´¿·² ©¸§ ³±­¬ ±º ¬¸»
°¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§´­ ®»¿½¬»¼ ©·¬¸ ØÒÌÌÓ ¿²¼ ±²´§ ­±³» ±º
¬¸»³ ©·¬¸ ÌÒÐÌÓô ¬¸» ¿²±¼·½ ±²­»¬ °±¬»²¬·¿´­ º±® ¬¸» ±¨·¼¿ó
¬·±² ±º ÜØØÜÐ øî÷ô »´´¿¹·½ ¿½·¼ øí÷ô °§®±¹¿´´±´ øè÷ô ¿²¼ ³»¬¸§´ó
¹¿´´¿¬» øç÷ ©»®» ³»¿­«®»¼ ¾§ ½§½´·½ ª±´¬¿³³»¬®§ ·² ÜÓÚ
­±´«¬·±²­ò Ì¸» ½±³°¿®¿¬·ª» ®»­«´¬­ ±¾¬¿·²»¼ ¿¬ ïðð ³Ê ­�ï ¿®»
­«³³¿®·¦»¼ ·² Ì¿¾´» íò Ì¸» ´±©»® ¬¸» ¿²±¼·½ ±²­»¬ °±¬»²¬·¿´ô
¬¸» ³±®» ®»¿½¬·ª» ¬¸» °¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§´ ·­ò Î»­«´¬­ ·² Ì¿¾´» í
­¸±© ¬¸¿¬ ¬¸» ½±³°±«²¼­ ®»¿½¬·ª» ¿¹¿·²­¬ ÌÒÐÌÓ øî ¿²¼ è÷
°±­­»­­ ¬¸» ´±©»­¬ ¿²±¼·½ ±²­»¬ °±¬»²¬·¿´­ò

Ý»´´ Ê·¿¾·´·¬§ ±º ØÌóîç Ý±´±² ß¼»²±½¿®½·²±³¿ Ý»´´­ò
Ì¸» ·²º´«»²½» ±º °±´§°¸»²±´­ ï�ç ±² ¬¸» ª·¿¾·´·¬§ ±º ØÌóîç
½±´±² ½»´´­ ©¿­ ³»¿­«®»¼ ·² ®»¹«´¿® ÜÓÛÓ ¿²¼ ¿´­± ·² ¬¸»
°®»­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­»íð ¬± ¿½½±«²¬ º±® ¿®¬·º¿½¬«¿´ ®»­«´¬­ ¼«» ¬±
¬¸» º±®³¿¬·±² ±º ØîÑî º®±³ ¬¸» ­«°»®±¨·¼» ®¿¼·½¿´ ¹»²»®¿¬»¼ ·²
¬¸» ³»¼·«³ ¾§ »´»½¬®±² ¬®¿²­º»® ¬± ±¨§¹»²òí Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®»
°®»­»²¬»¼ ·² Ì¿¾´» ìò
Ì¸» ¿½¬·ª» ½±³°±«²¼­ ©»®» ¬¸±­» ¬¸¿¬ ½±²¬¿·²»¼ °§®±¹¿´´±´ô
¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´ô ±® ¹¿´´¿¬» ³±·»¬·»­ ø»´´¿¹·¬¿²²·²­ ï ¿²¼ îå
º´¿ª¿²±´­ ë ¿²¼ éå ¿²¼ ­·³°´» °§®±¹¿´´±´ è÷ò Ð±´§°¸»²±´­ ¾»¿®ó
·²¹ ±²´§ ¬©± ¹»³·²¿´ ¸§¼®±¨§´­ ø½±³°±«²¼­ í ¿²¼ ì÷ ©»®»
·²¿½¬·ª»ò Ì¸» »ºº»½¬ ±² ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ®»½±®¼»¼ º±® °§®±¹¿´´±´ ¿²¼
­¬®«½¬«®»­ ½±²¬¿·²·²¹ °§®±¹¿´´±´ ø½±³°±«²¼­ ë ¿²¼ é÷ ©¿­ô ¿¬
´»¿­¬ ·² °¿®¬ô ¿®¬·º¿½¬«¿´ ¾»½¿«­» ½¿¬¿´¿­» ¼·³·²·­¸»¼ ±® »´·³·²¿ó
¬»¼ ¬¸» ¿½¬·ª·¬§ò ×² ½±²¬®¿­¬ô ½¿¬¿´¿­» ¼·¼ ²±¬ ·²º´«»²½» ¬¸» ¿½¬·ª·¬§
±º »´´¿¹·¬¿²²·²­ ï ¿²¼ íô ¿­ ©»´´ ¿­ ¬¸» ®»´¿¬»¼ ½±³°±«²¼ îô ©¸·½¸
³»¿²­ ¬¸¿¬ ¬¸·­ ¿½¬·ª·¬§ ©¿­ ²±¬ ¼«» ¬± »¨¬®¿½»´´«´¿® ¸§¼®±¹»²
°»®±¨·¼»òíï

Ì¿¾´» ïò Í½¿ª»²¹·²¹ Ý¿°¿½·¬§ ±º Û´´¿¹·¬¿²²·²­ ¿²¼ Ú´¿ª¿²±´­ ¿¹¿·²­¬ Í¬¿¾´» Î¿¼·½¿´­¿

ÛÝëð

®¿¼·½¿´ °±´§°¸»²±´ ¹ ³±´�ï ³±´ ³±´�ï ßÎÐ¾ »ñØ½

ÌÒÐÌÓ »´´¿¹·¬¿²²·²­

ï ëðòí øîòê÷ ðòïë øðòðï÷ êòë øðòí÷ íòí øðòî÷

î ëïòî øðòð÷ ðòîê øðòðð÷ íòç øðòï÷ ïòç øðòð÷

í �

¼
� � �

º´¿ª¿²±´­

ì � � � �

ë ëëòî øêòë÷ ðòïè øðòðî÷ ëòê øðòê÷ îòè øðòí÷

ê � � � �

é èíòí øëòç÷ ðòïè øðòðï÷ ëòë øðòí÷ îòé øðòï÷

­·³°´» °¸»²±´­

è îïòé øïòê÷ ðòïé øðòðï÷ ëòè øðòì÷ îòç øðòî÷

ç � � � �

ØÒÌÌÓ »´´¿¹·¬¿²²·²­

ï íèòï øíòç÷ ðòðì øðòðð÷ îèòì øîòé÷ ïìòî øïòì÷

î ìîòî øëòð÷ ðòïî øðòðî÷ èòé øïòï÷ ìòí øðòë÷

í íðòì øïòï÷ ðòïð øðòðð÷ çòç øðòí÷ ëòð øðòï÷

º´¿ª¿²±´­

ì ëìòð øìòð÷ ðòïç øðòðî÷ ëòí øðòë÷ îòé øðòî÷

ë ëðòî øîòî÷ ðòïê øðòðï÷ êòî øðòð÷ íòï øðòï÷

ê îìòð øîòê÷ ðòðë øðòðï÷ ïèòë øîòð÷ çòí øïòð÷

é íèòí øíòî÷ ðòðè øðòðï÷ ïïòç øðòç÷ ëòç øðòì÷

­·³°´» °¸»²±´­

è ïçòé øïòî÷ ðòïê øðòðï÷ êòì øðòì÷ íòî øðòî÷

ç íðòî øîòë÷ ðòïë øðòðï÷ êòë øðòë÷ íòî øðòí÷

ÜÐÐØ »´´¿¹·¬¿²²·²­

ï îðòð øïòê÷ ðòðî øðòðð÷ ëëòð øíòí÷ îéòë øïòé÷

î íïòî øïòê÷ ðòðè øðòðð÷ ïîòî øðòì÷ êòï øðòî÷

í îîòï øðòî÷ ðòðé øðòðð÷ ïíòé øðòí÷ êòè øðòï÷

º´¿ª¿²±´­

ì íêòè øïòê÷ ðòïí øðòðï÷ éòç øðòí÷ íòç øðòî÷

ë íïòë øïòè÷ ðòïï øðòðð÷ çòï øðòí÷ ìòê øðòï÷

ê îèòç øíòï÷ ðòðé øðòðï÷ ïëòì øïòê÷ éòè øðòè÷

é íïòì øêòï÷ ðòðê øðòðî÷ ïéòí øíòì÷ èòé øïòé÷

­·³°´» °¸»²±´­

è ïîòê øïòî÷ ðòïð øðòðï÷ ïðòð øðòè÷ ëòð øðòì÷

ç íïòé øíòî÷ ðòïé øðòðî÷ ëòè øðòê÷ îòç øðòí÷
¿Ê¿´«»­ ¿®» ³»¿²­ ø­¬¿²¼¿®¼ ¼»ª·¿¬·±²÷ô ² ã íò ¾ß²¬·®¿¼·½¿´ °±©»® øïñÛÝëð ø ¹ ³±´

�ï÷÷ò ½Ó±´»­ ±º ®»¼«½»¼ ®¿¼·½¿´ °»® ³±´» ±º °±´§°¸»²±´
øïñøî I ÛÝëð÷÷ ½±®®»­°±²¼·²¹ ¬± ¬¸» ²«³¾»® ±º »´»½¬®±²­ ±® ¸§¼®±¹»² ¿¬±³­ ¬®¿²­º»®®»¼ °»® ³±´»½«´» ±º °±´§°¸»²±´ò

¼ÛÝëð ø ¹ ³±´
�ï÷ ïíî÷ò

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºîðìðëç¨ ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïîô êðô ïêëç�ïêêëïêêî



Ü×ÍÝËÍÍ×ÑÒ

Ì¸» ¾·±´±¹·½¿´ ®»´»ª¿²½» ±º °±´§°¸»²±´­ ·­ ­¬·´´ ¿ ³¿¬¬»® ±º
¼»¾¿¬»ô »ª»² ¿º¬»® ¼»½¿¼»­ ±º ·²¬»²­» ®»­»¿®½¸ò Ð¿®¬·½«´¿®´§ô ¬¸»
­·¹²·º·½¿²¬ ­¬®«½¬«®¿´ º»¿¬«®»­ ¾»¸·²¼ °±´§°¸»²±´ ¿½¬·ª·¬·»­ ¸¿ª»
²±¬ ¾»»² ­¿¬·­º¿½¬±®·´§ »­¬¿¾´·­¸»¼ô °®±¾¿¾´§ ¾»½¿«­» ¬¸»§ ·²¬»®¿½¬
©·¬¸ ´·ª» ­§­¬»³­ ·² ½±³°´»¨ ©¿§­ ¿¬ ¼·ºº»®»²¬ ´»ª»´­ ·²½´«¼·²¹
®»¼±¨ ®»¿½¬·±²­ ¿²¼ °®±¬»·²�´·¹¿²¼ ·²¬»®¿½¬·±²­ò Ð±´§°¸»²±´­ ³¿§
³±¼·º§ ®»¼±¨ ¸±³»±­¬¿­·­ ¾§ ­½¿ª»²¹·²¹ ®»¿½¬·ª» ®¿¼·½¿´­ô ¾§
¹»²»®¿¬·²¹ ®»¿½¬·ª» ®¿¼·½¿´­ô ±® ¾§ ¿ ½±³¾·²¿¬·±² ±º ¬¸» ¬©±ò Ì¸»
»´»½¬®±² ¬®¿²­º»® ½¿°¿½·¬§ ±º ¼·ºº»®»²¬ °¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§´ ¹®±«°­
¼»¬»®³·²»­ ¬¸» µ·²¼ ±º »ºº»½¬ »´·½·¬»¼ô ·º ¿²§ò Ð§®±¹¿´´±´ øè÷ ø¬¸®»»
¹»³·²¿´ ¸§¼®±¨§´­÷ ¿²¼ °±´§°¸»²±´­ ­«½¸ ¿­ ÛÙÝ øë÷ ¿²¼ ÛÙÝÙ
øé÷ ø¹¿´´±½¿¬»½¸·²­÷ô ©¸·½¸ ½±²¬¿·² ¬ ·̧­ ­«¾­¬®«½¬«®»ô ³¿§ ¾» ¾±¬¸

­½¿ª»²¹»®­ ¿²¼ ¹»²»®¿¬±®­ ±º º®»» ®¿¼·½¿´­ ¿²¼ ¿®» ¿³±²¹ ¬¸» ³±­¬
¾·±´±¹·½¿´´§ ¿½¬·ª» °±´§°¸»²±´­ò Ì¸» ¹¿´´¿¬» ³±·»¬§ ø°§®±¹¿´´±´ ©·¬¸
¿² »­¬»®·º·»¼ ½¿®¾±¨§´¿¬» º«²½¬·±²÷ ·­ ¿²±¬¸»® ·³°±®¬¿²¬ ­¬®«½¬«®¿´
º»¿¬«®»ò ×¬ ¸¿­ ¾»»² ©·¼»´§ ®»°±®¬»¼ ¬¸¿¬ °±´§°¸»²±´­ ¬¸¿¬ ½±²¬¿·²
°§®±¹¿´´±´­ ¿²¼ñ±® ¹¿´´¿¬»­ ´±©»® ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ »·¬¸»® ¾§ ¼·­®«°¬·²¹
¬¸» ½»´´ ½§½´» ¿²¼ ¬®·¹¹»®·²¹ ¿°±°¬±­·­ ±® ¾§ ±¬¸»® »ºº»½¬­ ¬¸¿¬
·²ª±´ª» ®»¼±¨ ®»¿½¬·±²­ ¿²¼ñ±® °®±¬»·²�´·¹¿²¼ ·²¬»®¿½¬·±²­òíî�íì

É» º±½«­ ±«® ¿¬¬»²¬·±² ¸»®» ±² ¬¸» ®»¼±¨ ®»¿½¬·±²­ ±º °±´§°¸»²±´­
¾§ «­·²¹ ½¸»³±­»²­±®­ ¬¸¿¬ ¿®» ¿¾´» ¬± ¼·­½®·³·²¿¬» ¾»¬©»»²
¼·ºº»®»²¬ °¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§´­ ¿½½±®¼·²¹ ¬± ¬¸»·® ®»¼±¨ °±¬»²¬·¿´­ò
Ì¸» ®»­«´¬­ ¿®» ½±³°¿®»¼ ©·¬¸ ¬¸» ·²º´«»²½» ±² ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ·²
ª·¬®±ò Ð±´§°¸»²±´­ ï�ç ®»¿½¬»¼ ©·¬¸ ØÒÌÌÓô ©¸»®»¿­ ±²´§ ­±³»
±º ¬¸»³ øïô îô ëô éô è÷ ©»®» ¿¾´» ¬± ®»¼«½» ¬¸» ÌÒÐÌÓ ®¿¼·½¿´ò
Ì¸·­ ©¿­ »¨°»½¬»¼ º±® ¬¸» ­¬®«½¬«®»­ ½±²¬¿·²·²¹ °§®±¹¿´´±´
øëô éô è÷îð ¿²¼ ²±¬ º±® ¬¸» »´´¿¹·¬¿²·² °«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¾»½¿«­»
»´´¿¹·½ ¿½·¼ øí÷ ©¿­ ·²¿½¬·ª» ¿¹¿·²­¬ ÌÒÐÌÓò ß­ »¨°»½¬»¼ô ÌÒÐÌÓ
¼·¼ ²±¬ ®»¿½¬ ©·¬¸ ½¿¬»½¸±´­ ø¬©± ¹»³·²¿´ ¸§¼®±¨§´­÷ øì÷ ±® ¹¿´´¿¬»­
øêô ç÷ò Ð«²·½¿´¿¹·² øï÷ ½±²¬¿·²­ ¿² »´´¿¹·½ ¿½·¼ ½±²¶«¹¿¬»¼
­«¾­¬®«½¬«®» ¿²¼ ±¬¸»® ­«¾­¬®«½¬«®»­ ½±³°±­»¼ ±º ¹¿´´¿¬» ³±·»¬·»­
´·²µ»¼ ¾§ Ý�Ý ¾±²¼­ ¬± »¿½¸ ±¬¸»® ø¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´÷ ±® ¬±
¿² »´´¿¹·½ ¿½·¼ ³±·»¬§ò Ì¸» ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´ ÌÒÐÌÓ ·­ ®»¿½¬·ª» ¿¹¿·²­¬
¬¸»­» Ý�Ýó´·²µ»¼ ¹¿´´¿¬»­ ¿­ °®±ª»² ¾§ ¬¸» ®»¼±¨ ¾»¸¿ª·±® ±º
­§²¬¸»¬·½ ÜØØÜÐ øî÷ò Ì¸·­ ¼·³»®·½ ¹¿´´¿¬» ¬®¿²­º»®®»¼ ¬©±
»´»½¬®±²­ ¬± ÌÒÐÌÓô ©¸»®»¿­ ³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ ©¿­ «²®»¿½¬·ª»
øÌ¿¾´»­ ï ¿²¼ îô ´¿­¬ ½±´«³²­÷ò Ì¸» Ý�Ý ¾±²¼ ¿°°»¿®­ ¬± ¸¿ª»
¿½¬·ª¿¬»¼ ¬©± ¸§¼®±¨§´ °±­·¬·±²­ò ×²­°»½¬·±² ±º ¬¸» ­¬®«½¬«®» ±º
°«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¿²¼ ¬¸» ²«³¾»® ±º »´»½¬®±²­ øíòí÷ ¬®¿²­º»®®»¼ ¬±
ÌÒÐÌÓ øÌ¿¾´» ïô ´¿­¬ ½±´«³²÷ ´»¿¼­ «­ ¬± ¸§°±¬¸»­·¦» ¬¸¿¬ ¬¸»
Ý�Ý ¾±²¼ ¾»¬©»»² ¬¸» ¹¿´´¿¬» ³±·»¬§ ¿²¼ ¬¸» »´´¿¹·½ ¿½·¼ ³±·»¬§
°®±¼«½»­ ¬¸» ­¿³» ¸§¼®±¨§´ ¿½¬·ª¿¬·±² ¬¸¿¬ ©» ¼»¬»½¬»¼ º±® ¬¸»

Ú·¹«®» îò ÛÐÎ ­°»½¬®¿ ±º ÌÒÐÌÓô ·²·¬·¿´ ½±²½»²¬®¿¬·±² ïîð Óô
«°±² ®»¿½¬·±² ©·¬¸ ÜØØÜÐ øî÷ô °§®±¹¿´´±´ øè÷ô ¿²¼ ³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷
¿¬ ¼·ºº»®»²¬ ·²·¬·¿´ ½±²½»²¬®¿¬·±²­æ ð Ó øï÷ô ëòé Ó øî÷ô ïèòï Ó øí÷ô
¿²¼ ëëòï Ó øì÷ º±® ìè ¸ò Ô¿²¼»�­ º¿½¬±® º±® ¬¸» ÌÒÐÌÓô ¹ ã îòððîêò

Ì¿¾´» îò Î¿¬» Ý±²­¬¿²¬­ ¿²¼ Í¬±·½¸·±³»¬®·½ Ú¿½¬±®­ º±® ¬¸»
Î»¿½¬·±² ±º ÌÒÐÌÓ ©·¬¸ ÜØØÞÜ øî÷ô Ð§®±¹¿´´±´ øè÷ô ¿²¼
Ó»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ ·² ÝØÝ´íñÓ»ÑØ øîæï÷

°±´§°¸»²±´ ÌÒÐÌÓñ°±´§°¸»²±´ ³±´¿® ®¿¬·±¿ µ¾ øÓ�ï ­�ï÷ ²½

î ìòç�ìòç ðòïïë øðòðïð÷ ïòç

è ìòê�ìòê ðòííè øðòðéð÷ íòê

ç ìòí�ìòð � �

¿Î¿²¹» ±º ®¿¬·±­ º±® ¿ ²«³¾»® ±º »¨°»®·³»²¬­ ¾»¬©»»² î ¿²¼ ëò ×²·¬·¿´
½±²½»²¬®¿¬·±²­ ¿®±«²¼ ïîð ¿²¼ îì Ó ø³±´¿® ®¿¬·±ô ëæï÷ º±® ÌÒÐÌÓ
¿²¼ °±´§°¸»²±´ô ®»­°»½¬·ª»´§ò ¾Ê¿´«»­ ¿®» ³»¿²­ ø­¬¿²¼¿®¼ ¼»ª·¿¬·±²÷ô
² ã î�ëò ½Ó±´»­ ±º ®»¼«½»¼ ®¿¼·½¿´ °»® ³±´» ±º °±´§°¸»²±´
½±®®»­°±²¼·²¹ ¬± ¬¸» ²«³¾»® ±º »´»½¬®±²­ ¬®¿²­º»®®»¼ °»® ³±´»½«´»
±º °±´§°¸»²±´ò

Ì¿¾´» íò ß²±¼·½ Ñ²­»¬ Ð±¬»²¬·¿´ øßÑÐ÷ ±º Ð±´§°¸»²±´·½
Ó±·»¬·»­

°±´§°¸»²±´ ßÑÐ¿ øÊ ª­ ÍÝÛ÷

ÜØØÜÐ øî÷ ðòëð

»´´¿¹·½ ¿½·¼ øí÷ ðòêì

°§®±¹¿´´±´ øè÷ ðòìë

³»¬¸§´¹¿´´¿¬» øç÷ ðòêë
¿ïð�í Ó ·² ÜÓÚ ­±´«¬·±²­ ©·¬¸ ðòï Ó Þ«ìÒÝ´Ñì ±² Ð¬ ¿¬ ïðð ³Ê ­

�ï

¿²¼ îë pÝò

Ì¿¾´» ìò Ê·¿¾·´·¬§ ±º ØÌóîç Ý»´´­ ·² ¬¸» Ð®»­»²½» ±º
Ð±´§°¸»²±´­

×Ýëð
¿

°±´§°¸»²±´
¹ ³Ô�ï ·²
ÜÓÛÓ

¹ ³Ô�ï ·² ÜÓÛÓ ©·¬¸
½¿¬¿´¿­»

»´´¿¹·¬¿²²·²­ ¿²¼ ®»´¿¬»¼
½±³°±«²¼­

ï îïòë øíòë÷ ïìòì øðòì÷

î íîòë øíòç÷ íìòï øðòë÷

í ïðð ïðð

º´¿ª¿²±´­

ì ïðð ïðð

ë îìòï øîòé÷ ïðð

ê ëíòé øïîòð÷ ëèòç øèòð÷

é ïéòë øíòî÷ ìéòç øèòð÷

­·³°´» °¸»²±´­

è ëòê øðòë÷ éïòì øéòë÷

ç îìòê øèòí÷ íïòê øïòè÷
¿Ý»´´­ ©»®» ¬®»¿¬»¼ ©·¬¸ ¬¸» ½±³°±«²¼­ º±® éî ¸ô ¿²¼ ª·¿¾·´·¬§ ©¿­
³±²·¬±®»¼ ©·¬¸ ÓÌÌò Ê¿´«»­ ¿®» ³»¿²­ ø­¬¿²¼¿®¼ ¼»ª·¿¬·±²÷ô ² ã î�í

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºîðìðëç¨ ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïîô êðô ïêëç�ïêêëïêêí



¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´ ­«¾­¬®«½¬«®»ò Ì¸» º±®³¿¬·±² ±º ¸§¼®±¹»²
¾±²¼­ ¾»¬©»»² ¸§¼®±¨§´­ ±®¬¸± ¬± ¬¸» Ý�Ý ¾±²¼ ³¿§ ¾» ¾» ·̧²¼
¬¸» ®»¿½¬·ª·¬§ ±º ¬¸»­» ¼·°¸»²§´ ­¬®«½¬«®»­òíë Ì ·̧­ ®»­«´¬ ©¿­ ½±®ó
®±¾±®¿¬»¼ ¾§ ³»¿­«®·²¹ ¬¸» ¿²·±²·½ ±²­»¬ °±¬»²¬·¿´ øßÑÐ÷ ±º ¬¸»
¹¿´´¿¬» ½±²¶«¹¿¬»­ îô íô ¿²¼ ç ¿²¼ °§®±¹¿´´±´ èò Ì¸» ®»¿½¬·ª·¬§ ±º
°±´§°¸»²±´­ ¹·ª»² ¾§ ¬¸» ßÑÐ º±´´±©»¼ ¬¸» ±®¼»® è â î â í ã ç
øÌ¿¾´» í÷ò Ì¸»­» ®»­«´¬­ ¿®» ¿´­± ·² ¿¹®»»³»²¬ ©·¬¸ ¬¸» µ·²»¬·½
³»¿­«®»³»²¬­ øÌ¿¾´» î÷ò
Ì¸» ±«¬½±³» ±º ¬¸» ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ¿­­¿§ ½¿²²±¬ ¾» ®»´¿¬»¼ ¬±
¬¸» ®»¼±¨ ¾»¸¿ª·±® ±º ¬¸» °±´§°¸»²±´·½ ­¬®«½¬«®»­ ·² ¿ ­¬®¿·¹¸¬ó
º±®©¿®¼ ©¿§ ¾»½¿«­» °±´§°¸»²±´­ ·²º´«»²½» ½»´´ º«²½¬·±²­ ¾§
³±®» ¬¸¿² ±²» ³»½¸¿²·­³ò É¸¿¬»ª»® ¬¸» ½¿­»ô ±«® ®»­«´¬­
øÌ¿¾´» í÷ ½±®®±¾±®¿¬» ¬¸¿¬ °§®±¹¿´´±´­ ¿²¼ ¹¿´´¿¬»­ ¿®» ¿½ó
¬·ª» ¿¹¿·²­¬ ½±´±² ¿¼»²±½¿®½·²±³¿ ½»´´­ ¿²¼ ­«¹¹»­¬ ¬¸¿¬ ¬¸»
¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´ ­«¾­¬®«½¬«®» ±º °«²·½¿´¿¹·² ³¿§ °´¿§ ¿ ®±´»
·²ª±´ª·²¹ ¿ °¿®¬·½«´¿®´§ ®»¿½¬·ª» ®»¼±¨ °±­·¬·±²ò ß­ ­±³» ±º
¬¸» »ºº»½¬­ ¿­½®·¾»¼ ¬± °§®±¹¿´´±´­ ·² ª·¬®± ³¿§ ¾» ¼«» ¬± ¬¸»
¿®¬·º¿½¬«¿´ ¹»²»®¿¬·±² ±º ØîÑî ·² ¬¸» ½«´¬«®» ³»¼·«³ô

íôïë ©» ®¿²
¬¸» ·² ª·¬®± »¨°»®·³»²¬­ ·² ¬¸» °®»­»²½» ±º ½¿¬¿´¿­»ò Ì¸·­
®»­«´¬»¼ ·² ¿ ­·¹²·º·½¿²¬ ¼»½®»¿­» ·² ¬¸» ¿½¬·ª·¬§ ±º ¬¸» °±´§ó
°¸»²±´­ ¬¸¿¬ ½±²¬¿·²»¼ °§®±¹¿´´±´­ ·² ¬¸»·® ­¬®«½¬«®»ò Ì¸·­ ¼±»­
²±¬ ¿´¬»® ¬¸» º¿½¬ ¬¸¿¬ °§®±¹¿´´±´­ ¿®» ¬¸» ³±­¬ ®»¿½¬·ª» ­°»½·»­ô
¾»½¿«­» ¬¸»§ ³«­¬ ¾» ¿¾´» ¬± ¹»²»®¿¬» ¬¸» ­«°»®±¨·¼» ®¿¼·½¿´ ¿­
¬¸» º·®­¬ ­¬»° ·² ¬¸» º±®³¿¬·±² ±º ØîÑîå ·¬ ¶«­¬ ­¸±©­ ¬¸¿¬ ¬¸»
»¨°»®·³»²¬¿´ ­»¬«° ¼±»­ ²±¬ ¿¼»¯«¿¬»´§ ³·³·½ ¬¸» ­·¬«¿¬·±² ·²
ª·ª±ô ©¸»®» ¬¸» »¨¬®¿½»´´«´¿® ±¨§¹»² ½±²½»²¬®¿¬·±² ·­ ³«½¸
´±©»®òí Ð«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¿ºº»½¬»¼ ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ¿­ »ºº»½¬·ª»´§ ¿­
¹¿´´±½¿¬»½¸·²­ò ×² ¬¸·­ ½¿­»ô ¬¸» »ºº»½¬ ©¿­ ²±¬ ¿®¬·º¿½¬«¿´ ¾»½¿«­»
·¬ ©¿­ ²±¬ ¿ºº»½¬»¼ ¾§ ¬¸» ¿¼¼·¬·±² ±º ½¿¬¿´¿­» ¬± ¬¸» ³»¼·«³ô
©¸·½¸ ­«¹¹»­¬­ ¬¸¿¬ °«²·½¿´¿¹·² øï÷ ¼·¼ ²±¬ ¹»²»®¿¬» ¬¸»
­«°»®±¨·¼» ®¿¼·½¿´ »¨¬®¿½»´´«´¿®´§ô ¿¬ ´»¿­¬ ²±¬ ¬± ¿ ­«ºº·½·»²¬
»¨¬»²¬ ¬± ¿ºº»½¬ ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ò
Þ§ ½±³¾·²·²¹ ¬¸» ±«¬½±³» ±º ØÒÌÌÓ ¿²¼ ÌÒÐÌÓ ¿­­¿§­ô
©» ³¿§ ¹»²»®¿¬» ¿ °·½¬«®» ±º ¾±¬¸ ¬¸» ¬±¬¿´ »´»½¬®±² ¬®¿²­º»®
½¿°¿½·¬§ ±º °±´§°¸»²±´­ ¿²¼ ¬¸» °®»­»²½» ±º ¸·¹¸´§ ®»¿½¬·ª»
¸§¼®±¨§´­ò ÌÒÐÌÓ ¼»¬»½¬­ ¬¸» ³±­¬ ®»¼±¨ ®»¿½¬·ª» °¸»²±´·½­
ø»ò¹òô °§®±¹¿´´±´­ ¿²¼ Ý�Ýó´·²µ»¼ ¹¿´´¿¬»­÷ ¿²¼ ³¿§ ¿²¬·½·°¿¬»
¬¸»·® ·²º´«»²½» ±² ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ò ×²¼»°»²¼»²¬ ±º ©¸»¬¸»® ¬¸»­»
¸·¹¸´§ ®»¿½¬·ª» °±­·¬·±²­ ¼·®»½¬´§ ­½¿ª»²¹» ®¿¼·½¿´­ ±® ¬®·¹¹»®
¿²¬·±¨·¼¿²¬ ¼»º»²­» ®»­°±²­»­ô ÌÒÐÌÓ ·­ ¿ «­»º«´ ½¸»³·½¿´
°®±¾» ¬¸¿¬ »¿­·´§ ¼»¬»½¬­ ¬¸» °®»­»²½» ±º ­±³» ±º ¬¸» ³±­¬
¾·±´±¹·½¿´´§ ­·¹²·º·½¿²¬ °¸»²±´·½ ­¬®«½¬«®»­ò Ì¸·­ ©·´´ ¾» «­»º«´
©¸»² ¬¸» ¿²¬·±¨·¼¿²¬ °±¬»²¬·¿´ ±º »¨¬®¿½¬­ ¿²¼ º«²½¬·±²¿´ º±±¼­
¿­ ©»´´ ¿­ ²»© ­§²¬¸»¬·½ °±´§°¸»²±´·½ ³±´»½«´»­ ·­ »¨¿³·²»¼ò
×² ½±²½´«­·±²ô ©» ­¸±© ¸»®» ¬¸¿¬ ­«¾­¬®«½¬«®»­ ±º °«²·½¿´¿¹·²
¬¸¿¬ ½±²¬¿·² ¹¿´´¿¬» ³±·»¬·»­ô ´·²µ»¼ »·¬¸»® ¬± »¿½¸ ±¬¸»®
ø¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²§´ ³±·»¬·»­÷ ±® ¬± ¬¸» »´´¿¹·½ ¿½·¼ ³±·»¬§ ¾§
Ý�Ý ¾±²¼­ô °®»­»²¬ °¸»²±´·½ ¸§¼®±¨§´­ ¬¸¿¬ ¿®» ³±®» ®»¼±¨
®»¿½¬·ª» ¬¸¿² ¬¸±­» ·² ­·³°´» ¹¿´´¿¬»­ ¿²¼ ¬¸¿¬ ¬¸»­» ­¬®«½¬«®»­
½¿² ¾» ¼»¬»½¬»¼ ¾§ ¬¸» ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´ ÌÒÐÌÓò Ì¸» ³±­¬
®»¿½¬·ª» °±´§°¸»²±´·½ ­¬®«½¬«®»­ ¿®» ¿´­± ¬¸±­» ¬¸¿¬ ¸¿ª» ¬¸»
¹®»¿¬»­¬ »ºº»½¬ ±² ½»´´ ª·¿¾·´·¬§ ·² ª·¬®±ò Ì¸» ½¸»³±­»²­±®
ÌÒÐÌÓ ³¿§ ¾» ¿ «­»º«´ ¬±±´ º±® ¼»¬»½¬·²¹ ±¬¸»® °±¬»²¬·¿´´§
¾»²»º·½·¿´ ¸·¹¸´§ ®»¿½¬·ª» °±´§°¸»²±´­ º®±³ ²¿¬«®¿´ ­±«®½»­ò

ßÍÍÑÝ×ßÌÛÜ ÝÑÒÌÛÒÌ

öÍ Í«°°±®¬·²¹ ×²º±®³¿¬·±²

×Î ­°»½¬®«³ ±º ÌÒÐÌÓå °´±¬­ ±º ­½¿ª»²¹·²¹ ¿½¬·ª·¬§ ¿¹¿·²­¬
ÌÒÐÌÓô ØÒÌÌÓ ¿²¼ ÜÐÐØå µ·²»¬·½­ ±º ¬¸» ®»¿½¬·±²
¾»¬©»»² ÌÒÐÌÓ ¿²¼ ØÜÜÐñ°§®±¹¿´´±´å °´±¬­ ±º ½»´´ ª·¿¾·´·¬§
±² ØÌóîç ½»´´­ò Ì¸·­ ³¿¬»®·¿´ ·­ ¿ª¿·´¿¾´» º®»» ±º ½¸¿®¹» ª·¿ ¬¸»
×²¬»®²»¬ ¿¬ ¸¬¬°æññ°«¾­ò¿½­ò±®¹ò

ßËÌØÑÎ ×ÒÚÑÎÓßÌ×ÑÒ

Ý±®®»­°±²¼·²¹ ß«¬¸±®
öÐ¸±²»æ õíì çí ìðð êï ïîò Ú¿¨æ õíì çí îðì ëç ðìò Ûó³¿·´æ
¶±­»°´´«·­ò¬±®®»­à·¯¿½ò½­·½ò»­ò

Ú«²¼·²¹
Ì¸·­ ©±®µ ©¿­ ­«°°±®¬»¼ ¾§ ¬¸» Í°¿²·­¸ Ó·²·­¬®§ ±º Û¼«½¿¬·±²
¿²¼ Í½·»²½» ø®»­»¿®½¸ ¹®¿²¬­ ßÙÔîððêóïîîïðóÝðíóðîñßÔ×å
ÍßÚîððèóððïêìå ßÙÔîððçóïîíéìóÝðíóðíñßÔ×÷ô ¬¸» ×²­¬·¬«¬±
¼» Í¿´«¼ Ý¿®´±­ ××× ¿²¼ Û«®±°»¿² Î»¹·±²¿´ Ü»ª»´±°³»²¬ Ú«²¼
ø×ÍÝ×××óÎÌ×ÝÝô ÎÜðêñððîðñððìê÷ô ¬¸» Ù»²»®¿´·¬¿¬ ¼» Ý¿¬¿ó
´«²§¿ øîððçÍÙÎïíðèô îððçÝÌÐ ðððîêô ¿²¼ ×½®»¿ ß½¿¼»³·¿
¿©¿®¼ îðïð ¹®¿²¬»¼ ¬± ÓòÝò÷ô ¿²¼ ¬¸» Û«®±°»¿² Ý±³³·­­·±²
øÛ¬¸»®°¿¬¸­ Ð®±¶»½¬ ÕÞÞÛóÙ®¿²¬ ß¹®»»³»²¬ îîîêíç÷ò

ßÝÕÒÑÉÔÛÜÙÓÛÒÌÍ

É» ¿®» ¹®¿¬»º«´ ¬± ¬¸» ÛÐÎ º¿½·´·¬§ ¿¬ ¬¸» ×²­¬·¬«¬ ¼» Ï«+³·½¿
ßª¿²½¿¼¿ ¼» Ý¿¬¿´«²§¿ øÝÍ×Ý÷ º±® ®»½±®¼·²¹ ¬¸» ÛÐÎ ­°»½¬®¿ò
É» ¿°°®»½·¿¬» ´¿²¹«¿¹» ®»ª·­·±² ¾§ Ý¸®·­¬±°¸»® Ûª¿²­ò

ßÞÞÎÛÊ×ßÌ×ÑÒÍ ËÍÛÜ

ÜÓÛÓô Ü«´¾»½½± Ó±¼·º·»¼ Û¿¹´» �­ Ó»¼·«³å ÛÙÝÙô
»°·¹¿´´±½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬»å ÛÙÝô »°·¹¿´´±½¿¬»½¸·²å ÛÝô »°·½¿¬»ó
½¸·²å ÛÝÙô »°·½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬»å ÜØØÜÐô ¼·³»¬¸§´¸»¨¿¸§¼®±¨§ó
¼·°¸»²§´ ¼·½¿®¾±¨§´¿¬»å ØØÜÐô ¸»¨¿¸§¼®±¨§óîôî ó¼·°¸»²§´å
ØÒÌÌÓô ¬®·­øîôìôêó¬®·½¸´±®±óíôëó¼·²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´å
ÌÒÐÌÓô ¬®·­øîôíôëôêó¬»¬®¿½¸´±®±óìó²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´å
ÜÐÐØô ïôïó¼·°¸»²§´óîó°·½®§´¸§¼®¿¦§´ò

ÎÛÚÛÎÛÒÝÛÍ

øï÷ Ø¿®³¿²ô Üò ß¹·²¹æ ¿ ¬¸»±®§ ¾¿­»¼ ±² º®»» ®¿¼·½¿´ ¿²¼ ®¿¼·¿¬·±²
½¸»³·­¬®§ò Öò Ù»®±²¬±´ò ïçëêô ïïô îçè�íððò
øî÷ Ø¿®³¿²ô Üò Ì¸» ¿¹·²¹ °®±½»­­ò Ð®±½ò Ò¿¬´ò ß½¿¼ò Í½·ò ËòÍòßò ïçèïô
éèô éïîì�éïîèò
øí÷ Ø¿´´·©»´´ô Þò ß®» °±´§°¸»²±´­ ¿²¬·±¨·¼¿²¬­ ±® °®±ó±¨·¼¿²¬­á É¸¿¬
¼± ©» ´»¿®² º®±³ ½»´´ ½«´¬«®» ¿²¼ ·² ª·ª± ­¬«¼·»­á ß®½¸ò Þ·±½¸»³ò
Þ·±°¸§­ò îððèô ìéêô ïðé�ïïîò
øì÷ Õ«¸²´»ô Ùòå Í°»²½»®ô Öò Ðò Ûå Í½¸®±»¬»®ô Øòå Í¸»²±§ô Þòå Ü»¾²¿³ô
Ûò Íòå Í®¿·ô Íò Õò Íòå Î·½»óÛª¿²­ô Ýòå Ø¿¸²ô Ëò Û°·½¿¬»½¸·² ¿²¼ ½¿¬»½¸·²
¿®» Ñó³»¬¸§´¿¬»¼ ¿²¼ ¹´«½«®±²·¼¿¬»¼ ·² ¬¸» ­³¿´´ ·²¬»­¬·²»ò Þ·±½¸»³ò
Þ·±°¸§­ò Î»­ò Ý±³³«²ò îðððô îééô ëðé�ëïîò
øë÷ Ù±²¬¸·»®ô Óò Ðòå Ü±²±ª¿²ô Öò Ôòå Ì»¨·»®ô Ñòå Ú»´¹·²»­ô Ýòå Î»³»­§ô
Ýòå Í½¿´¾»®¬ô ßò Ó»¬¿¾±´·­³ ±º ¼·»¬¿®§ °®±½§¿²·¼·²­ ·² ®¿¬­ò Ú®»» Î¿¼·½¿´
Þ·±´ò Ó»¼ò îððíô íëô èíé�èììò
øê÷ Ø¿´´·©»´´ô Þòå Æ¸¿±ô Õò Ýòå É¸·¬»³¿²ô Óò Ì¸» ¹¿­¬®±·²¬»­¬·²¿´
¬®¿½¬æ ¿ ³¿¶±® ­·¬» ±º ¿²¬·±¨·¼¿²¬ ¿½¬·±²á Ú®»» Î¿¼·½¿´ Î»­ò îðððô ííô
èïç�èíðò
øé÷ Ô¿³¾»®¬ô Öò Üòå Í¿²¹ô Íò Óòå Ç¿²¹ô Ýò Íò Ð±­­·¾´» ½±²¬®±ª»®­§ ±ª»®
¼·»¬¿®§ °±´§°¸»²±´­æ ¾»²»º·¬­ ª­ ®·­µ­ò Ý¸»³ò Î»­ò Ì±¨·½±´ò îððéô îðô
ëèí�ëèëò
øè÷ Ó¿¬¬­±²ô Óò Ðò Ø±®³»­·­ ¼»º·²»¼ò ß¹»·²¹ Î»­ò Î»ªò îððèô éô ï�éò
øç÷ Ð¿¦±­ô Óòå Ù¿´´¿®¼±ô Öò Óòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ó»¼·²¿ô ×ò ß½¬·ª·¬§ ±º
¹®¿°» °±´§°¸»²±´­ ¿­ ·²¸·¾·¬±®­ ±º ¬¸» ±¨·¼¿¬·±² ±º º·­¸ ´·°·¼­ ¿²¼
º®±¦»² º·­¸ ³«­½´»ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððëô çîô ëìé�ëëéò
øïð÷ Ô·«ô ÆòóÏò Ý¸»³·½¿´ ³»¬¸±¼­ ¬± »ª¿´«¿¬» ¿²¬·±¨·¼¿²¬ ¿¾·´·¬§ò
Ý¸»³ò Î»ªò îðïðô ïïðô ëêéë�ëêçïò
øïï÷ Ú±¬·ô Óòå ×²¹±´¼ô Õò Ëòå Ô«­¦¬§µô Öò Ì¸» ­«®°®·­·²¹´§ ¸·¹¸
®»¿½¬·ª·¬§ ±º °¸»²±¨§´ ®¿¼·½¿´­ò Öò ß³ò Ý¸»³ò Í±½ò ïççìô ïïêô çììð�
çììéò
øïî÷ Ú±¬·ô Óòå Î«¾»®¬±ô Ùò Õ·²»¬·½ ­±´ª»²¬ »ºº»½¬­ ±² °¸»²±´·½ ¿²¬·ó
±¨·¼¿²¬­ ¼»¬»®³·²»¼ ¾§ ­°»½¬®±°¸±¬±³»¬®·½ ³»¿­«®»³»²¬­ò Öò ß¹®·½ò
Ú±±¼ Ý¸»³ò îðððô ìçô íìî�íìèò
øïí÷ Ý¿®®»®¿­ô ßòå Û­°¿®¾»ô ×òå Þ®·´´¿­ô Ûòå Î·«­ô Öòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ö«´·¿ô Ôò
Ñ¨·¼¿²¬ ¿½¬·ª·¬§ ±º ¬®·­øîôìôêó¬®·½¸´±®±óíôëó¼·²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´ ®¿¼·½¿´
©·¬¸ ½¿¬»½¸±´ ¿²¼ °§®±¹¿´´±´ò Ó»½¸¿²·­¬·½ ½±²­·¼»®¿¬·±²­ò Öò Ñ®¹ò Ý¸»³ò
îððçô éìô îíêè�îíéíò

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºîðìðëç¨ ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïîô êðô ïêëç�ïêêëïêêì



øïì÷ Õ±²¼±ô Õòå Õ«®·¸¿®¿ô Óòå Ó·§¿¬¿ô Òòå Í«¦«µ·ô Ìòå Ì±§±¼¿ô Óò
Í½¿ª»²¹·²¹ ³»½¸¿²·­³­ ±º ø�÷ó»°·¹¿´´±½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬» ¿²¼ ø�÷ó»°·ó
½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬» ±² °»®±¨§´ ®¿¼·½¿´­ ¿²¼ º±®³¿¬·±² ±º ­«°»®±¨·¼» ¼«®·²¹
¬¸» ·²¸·¾·¬±®§ ¿½¬·±²ò Ú®»» Î¿¼·½¿´ Þ·±´ò Ó»¼ò ïçççô îéô èëë�èêíò
øïë÷ Ô±²¹ô Ôò Øòå Ý´»³»²¬ô Óò Êòå Ø¿´´·©»´´ô Þò ß®¬·º¿½¬­ ·² ½»´´
½«´¬«®»æ ®¿°·¼ ¹»²»®¿¬·±² ±º ¸§¼®±¹»² °»®±¨·¼» ±² ¿¼¼·¬·±² ±º
ø�÷ó»°·¹¿´´±½¿¬»½¸·²ô ø�÷ó»°·¹¿´´±½¿¬»½¸·² ¹¿´´¿¬»ô øõ÷ó½¿¬»½¸·²ô ¿²¼
¯«»®½»¬·² ¬± ½±³³±²´§ «­»¼ ½»´´ ½«´¬«®» ³»¼·¿ò Þ·±½¸»³ò Þ·±°¸§­ò Î»­ò
Ý±³³«²ò îðððô îéíô ëð�ëíò
øïê÷ ß¦¿³ô Íòå Ø¿¼·ô Òòå Õ¸¿²ô Òò Ëòå Ø¿¼·ô Íò Óò Ð®±±¨·¼¿²¬
°®±°»®¬§ ±º ¹®»»² ¬»¿ °±´§°¸»²±´­ »°·½¿¬»½¸·² ¿²¼ »°·¹¿´´±½¿¬»½¸·²ó
íó¹¿´´¿¬»æ ·³°´·½¿¬·±²­ º±® ¿²¬·½¿²½»® °®±°»®¬·»­ò Ì±¨·½±´ò ·² Ê·¬®± îððìô
ïèô ëëë�ëêïò
øïé÷ ß´¿²µ±ô Öòå Î·«¬¬¿ô ßòå Ø±´³ô Ðòå Ó«½¸¿ô ×òå Ê¿°¿¿¬¿´±ô Øòå Ó»¬­¿ó
Õ»¬»´¿ô Ìò Ó±¼«´¿¬·±² ±º ¿®¿½¸·¼±²·½ ¿½·¼ ³»¬¿¾±´·­³ ¾§ °¸»²±´­æ
®»´¿¬·±² ¬± ¬¸»·® ­¬®«½¬«®» ¿²¼ ¿²¬·±¨·¼¿²¬ñ°®±±¨·¼¿²¬ °®±°»®¬·»­ò Ú®»»
Î¿¼·½¿´ Þ·±´ò Ó»¼ò ïçççô îêô ïçí�îðïò
øïè÷ ßº¿²¿­�»ªô ×ò Í·¹²¿´·²¹ º«²½¬·±²­ ±º º®»» ®¿¼·½¿´­ ­«°»®±¨·¼» ¿²¼
²·¬®·½ ±¨·¼» «²¼»® °¸§­·±´±¹·½¿´ ¿²¼ °¿¬¸±´±¹·½¿´ ½±²¼·¬·±²­ò Ó±´ò
Þ·±¬»½¸²±´ò îððéô íéô î�ìò
øïç÷ Ö·³»²»¦ô ßòå Í»´¹¿ô ßòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ö«´·¿ô Ôò Î»¼«½·²¹ ¿½¬·ª·¬§ ±º
°±´§°¸»²±´­ ©·¬¸ ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´­ ±º ¬¸» ÌÌÓ ­»®·»­ò Û´»½¬®±² ¬®¿²­º»®
ª»®­«­ Øó¿¾­¬®¿½¬·±² ®»¿½¬·±²­ ·² º´¿ª¿²óíó±´­ò Ñ®¹ò Ô»¬¬ò îððìô êô
ìëèí�ìëèêò
øîð÷ Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ý¿®®»®¿­ô ßòå Ö·³»²»¦ô ßòå Þ®·´´¿­ô Ûòå Ì±®®»´´»­ô Èòå
Î·«­ô Öòå Ö«´·¿ô Ôò Î»¼«½·²¹ °±©»® ±º ­·³°´» °±´§°¸»²±´­ ¾§ »´»½¬®±²ó
¬®¿²­º»® ®»¿½¬·±²­ «­·²¹ ¿ ²»© ­¬¿¾´» ®¿¼·½¿´ ±º ¬¸» ÐÌÓ ­»®·»­ô
¬®·­øîôíôëôêó¬»¬®¿½¸´±®±óìó²·¬®±°¸»²§´÷³»¬¸§´ ®¿¼·½¿´ò Öò Ñ®¹ò Ý¸»³ò
îððéô éîô íéëð�íéëêò
øîï÷ Ì±«®·²±ô Íòå Ô·¦¿®®¿¹¿ô Üòå Ý¿®®»®¿­ô ßòå Ô±®»²¦±ô Íòå Ë¹¿®¬±²¼±ô
Êòå Ó·¬¶¿²­ô Óòå Ê·²¿®¼»´´ô Óò Ðòå Ö«´·¿ô Ôòå Ý¿­½¿²¬»ô Óòå Ì±®®»­ô Öò Ôò
Ø·¹¸´§ ¹¿´´±§´¿¬»¼ ¬¿²²·² º®¿½¬·±²­ º®±³ ©·¬½¸ ¸¿¦»´ øØ¿³¿³»´·­
ª·®¹·²·¿²¿÷ ¾¿®µæ »´»½¬®±² ¬®¿²­º»® ½¿°¿½·¬§ô ·² ª·¬®± ¿²¬·±¨·¼¿²¬ ¿½¬·ª·¬§ô
¿²¼ »ºº»½¬­ ±² ­µ·²ó®»´¿¬»¼ ½»´´­ò Ý¸»³ò Î»­ò Ì±¨·½±´ò îððèô îïô êçê�
éðìò
øîî÷ Ç¿²¹ô Öòå Ô·«ô ÙòóÇòå Ô«ô ÜòóÔòå Ü¿·ô Úòå Ï·¿²ô ÇòóÐòå Ö·²ô ÈòóÔòå
Æ¸±«ô Þò Ø§¾®·¼ó·²½®»¿­»¼ ®¿¼·½¿´ó­½¿ª»²¹·²¹ ¿½¬·ª·¬§ ±º ®»­ª»®¿¬®±´
¼»®·ª¿¬·ª»­ ¾§ ·²½±®°±®¿¬·²¹ ¿ ½¸®±³¿² ³±·»¬§ ±º ª·¬¿³·² Ûò Ý¸»³ò
Û«®ò Öò îðïðô ïêô ïîèðè�ïîèïíò
øîí÷ Ù·´ô Óò ×òå Ì±³¿­óÞ¿®¾»®¿²ô Úò ßòå Ø»­­óÐ·»®½»ô Þòå Ø±´½®±º¬ô
Üò Óòå Õ¿¼»®ô ßò ßò ß²¬·±¨·¼¿²¬ ¿½¬·ª·¬§ ±º °±³»¹®¿²¿¬» ¶«·½» ¿²¼ ·¬­
®»´¿¬·±²­¸·° ©·¬¸ °¸»²±´·½ ½±³°±­·¬·±² ¿²¼ °®±½»­­·²¹ò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼
Ý¸»³ò îðððô ìèô ìëèï�ìëèçò
øîì÷ Ý»®¼¿ô Þòå Ì±³¿­óÞ¿®¾»®¿²ô Úò ßòå Û­°3²ô Öò Ýò Ó»¬¿¾±´·­³ ±º
¿²¬·±¨·¼¿²¬ ¿²¼ ½¸»³±°®»ª»²¬·ª» »´´¿¹·¬¿²²·²­ º®±³ ­¬®¿©¾»®®·»­ô
®¿­°¾»®®·»­ô ©¿´²«¬­ô ¿²¼ ±¿µó¿¹»¼ ©·²» ·² ¸«³¿²­æ ×¼»²¬·º·½¿¬·±² ±º
¾·±³¿®µ»®­ ¿²¼ ·²¼·ª·¼«¿´ ª¿®·¿¾·´·¬§ò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððëô ëíô
îîé�îíëò
øîë÷ Ú»®²¿²¼»­ô ßòå Ú»®²¿²¼»­ô ×òå Ý®«¦ô Ôòå Ó¿¬»«­ô Òòå Ý¿¾®¿´ô Óòå
¼» Ú®»·¬¿­ô Êò ß²¬·±¨·¼¿²¬ ¿²¼ ¾·±´±¹·½¿´ °®±°»®¬·»­ ±º ¾·±¿½¬·ª»
°¸»²±´·½ ½±³°±«²¼­ º®±³ Ï«»®½«­ ­«¾»® Ôò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððçô
ëéô ïïïëì�ïïïêðò
øîê÷ É¿²¹ô Øò Úòå Ø»´´·©»´´ô Õòå Ç±«ô Èò Ïò ×­±½®¿¬·½ »´«¬·±² ­§­¬»³
º±® ¬¸» ¼»¬»®³·²¿¬·±² ±º ½¿¬»½¸·²­ô ½¿ºº»·²» ¿²¼ ¹¿´´·½ ¿½·¼ ·² ¹®»»² ¬»¿
«­·²¹ ØÐÔÝò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðððô êèô ïïë�ïîïò
øîé÷ ß®±²ô Ðò Óòå Õ»²²»¼§ô Öò ßò Ú´¿ª¿²óíó±´­æ ²¿¬«®»ô ±½½«®®»²½» ¿²¼
¾·±´±¹·½¿´ ¿½¬·ª·¬§ò Ó±´ò Ò«¬®ò Ú±±¼ Î»­ò îððèô ëîô éç�ïðìò
øîè÷ Ï«·¼»¿«ô Íòå Ú»´¼³¿²ô Õò Íò Û´´¿¹·¬¿²²·² ½¸»³·­¬®§ò Ì¸» º·®­¬
­§²¬¸»­·­ ±º ¼»¸§¼®±¸»¨¿¸§¼®±¨§¼·°¸»²±¿¬» »­¬»®­ º®±³ ±¨·¼¿¬·ª»
½±«°´·²¹ ±º «²»¬¸»®·º·»¼ ³»¬¸§´ ¹¿´´¿¬»ò Öò Ñ®¹ò Ý¸»³ò ïççéô êîô èèðç�
èèïíò
øîç÷ Ù±«°§ô Ðòå Ü«º±«®ô Ýòå Ô±±²·­ô Óòå Ü¿²¹´»­ô Ñò Ï«¿²¬·¬¿¬·ª»
µ·²»¬·½ ¿²¿´§­·­ ±º ¸§¼®±¹»² ¬®¿²­º»® ®»¿½¬·±²­ º®±³ ¼·»¬¿®§
°±´§°¸»²±´­ ¬± ¬¸» ÜÐÐØ ®¿¼·½¿´ò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððíô ëïô
êïë�êîîò
øíð÷ Þ»´´·±²ô Ðòå Ø±º³¿²²ô Ìòå Ð±±´óÆ±¾»´ô Þò Ôòå É·´´ô Úòå Ü·»¬®·½¸ô
Øòå Õ²¿«°ô Þòå Î·½¸´·²¹ô Ûòå Þ¿«³ô Óòå Û·­»²¾®¿²¼ô Ùòå Ö¿²¦±©­µ·ô Ýò
ß²¬·±¨·¼¿²¬ »ºº»½¬·ª»²»­­ ±º °¸»²±´·½ ¿°°´» ¶«·½» »¨¬®¿½¬­ ¿²¼ ¬¸»·® ¹«¬

º»®³»²¬¿¬·±² °®±¼«½¬­ ·² ¬¸» ¸«³¿² ½±´±² ½¿®½·²±³¿ ½»´´ ´·²» Ý¿½±óîò
Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððèô ëêô êíïð�êíïéò
øíï÷ Í¿µ¿¹¿³·ô Øòå Ö·¿²¹ô Çòå Õ«­¿³¿ô Õòå ß¬­«³·ô Ìòå Ë»¸¿ô Ìòå
Ì±¹«½¸·ô Óòå ×©¿µ«®¿ô ×òå Í¿¬±¸ô Õòå ×¬±ô Øòå Ø¿¬¿²±ô Ìòå Ç±­¸·¼¿ô Ìò
Ý§¬±¬±¨·½ ¿½¬·ª·¬§ ±º ¸§¼®±´§¦¿¾´» ¬¿²²·²­ ¿¹¿·²­¬ ¸«³¿² ±®¿´ ¬«³±®
½»´´ ´·²»­ � ¿ °±­­·¾´» ³»½¸¿²·­³ò Ð¸§¬±³»¼·½·²» îðððô éô íç�ìéò
øíî÷ Ô·¦¿®®¿¹¿ô Üòå Ô±¦¿²±ô Ýòå Þ®·»¼»ô Öò Öòå ª¿² Ü»´º¬ô Öò Øòå Ì±«®·²±ô
Íòå Ý»²¬»´´»­ô Öò Öòå Ì±®®»­ô Öò Ôòå Ý¿­½¿²¬»ô Óò Ì¸» ·³°±®¬¿²½» ±º
°±´§³»®·¦¿¬·±² ¿²¼ ¹¿´´±§´¿¬·±² º±® ¬¸» ¿²¬·°®±´·º»®¿¬·ª» °®±°»®¬·»­ ±º
°®±½§¿²·¼·²ó®·½¸ ²¿¬«®¿´ »¨¬®¿½¬­ò ÚÛÞÍ Öò îððéô îéìô ìèðî�ìèïïò
øíí÷ Ù¿´¿¬·ô Ùòå Ô·²ô ßòå Í«´¬¿²ô ßò Óòå Ñ�Þ®·»²ô Ðò Öò Ý»´´«´¿® ¿²¼ ·²
ª·ª± ¸»°¿¬±¬±¨·½·¬§ ½¿«­»¼ ¾§ ¹®»»² ¬»¿ °¸»²±´·½ ¿½·¼­ ¿²¼ ½¿¬»½¸·²­ò
Ú®»» Î¿¼·½¿´ Þ·±´ò Ó»¼ò îððêô ìðô ëéð�ëèðò
øíì÷ Ú»®²¿²¼»­ô ×òå Ú¿®·¿ô ßòå ß¦»ª»¼±ô Öòå Í±¿®»­ô Íòå Ý¿´¸¿«ô Ýò ßòå
Ü» Ú®»·¬¿­ô Êòå Ó¿¬»«­ô Òò ×²º´«»²½» ±º ¿²¬¸±½§¿²·²­ô ¼»®·ª¿¬·ª»
°·¹³»²¬­ ¿²¼ ±¬¸»® ½¿¬»½¸±´ ¿²¼ °§®±¹¿´´±´ó¬§°» °¸»²±´·½­ ±² ¾®»¿­¬
½¿²½»® ½»´´ °®±´·º»®¿¬·±²ò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïðô ëèô íéèë�íéçîò
øíë÷ ß³±®¿¬·ô Îòå Ô«½¿®·²·ô Óòå Ó«¹²¿·²·ô Êòå Ð»¼«´´·ô Ùò Úò
ß²¬·±¨·¼¿²¬ ¿½¬·ª·¬§ ±º ±ó¾·­°¸»²±´­æ ¬¸» ®±´» ±º ·²¬®¿³±´»½«´¿®
¸§¼®±¹»² ¾±²¼·²¹ò Öò Ñ®¹ò Ý¸»³ò îððíô êèô ëïçè�ëîðìò

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºîðìðëç¨ ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïîô êðô ïêëç�ïêêëïêêë





 

Anexos

179 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Effect of pressurized hot water extraction on antioxidants from 

grape pomace before and after enological fermentation. 
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RESUMEN 

En este estudio se determinó del contenido y la eficiencia de 

recuperación de los principales polifenoles de uva, antocianinas, y 

taninos de una extracción con agua caliente a presión de orujo de uva 

antes y después de la fermentación. La extracción se realizó a diferentes 

temperaturas (50-200 °C) y tiempo (5 y 30 min). 

El orujo fermentado produjo más antioxidantes totales, actividad 

antioxidante, y concentración de proantocianidinas, pero un menor 

número de antocianinas. Al elevar la temperatura de extracción aumentó 

la concentración de antioxidantes totales y la actividad antioxidante. 

En conclusión, la extracción a presión con agua caliente de antioxidantes 

procedentes de orujo de uva fermentado, en la mayoría de las 

condiciones de extracción, permite la recuperación de una mayor 

cantidad de antioxidantes que del orujo de uva sin fermentar. Aunque la 

mayoría de las antocianinas se eliminaron durante fermentación, con 

temperaturas moderadas (100 °C) y tiempos de extracción cortos se 

recuperaron altas cantidades de antocianinas del orujo de uva 

fermentado. La temperatura de extracción determina el perfil de las 

proantocianidinas. La mayoría de las proantocianidinas detectadas por 

MALDI-TOF se recuperaron a 50 y 100 °C. Además, los mayores 

rendimientos de proantocianidinas y grado de polimerización, tanto de 

extractos de orujo fermentado y no fermentado, se encontraron después 

de extracciones de 100 °C y 5 min. Las temperaturas más altas de 

extracción y mayor tiempo reducen drásticamente el número de 

proantocianidinas detectadas. 

La técnica de MALDI-TOF/TOF ha demostrado ser muy adecuada para el 

análisis de proantocianidinas en orujo de uva (Vergara-Salinas et al. 

2013).  
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Í°»½¬®±³»¬®§ò ß²¿´ò Ý¸·³ò ß½¬¿ îððìô ëïíô îìé îëêò
øìè÷ Ç¿²¹ô Çòå Ý¸·»²ô Óò Ý¸¿®¿½¬»®·¦¿¬·±² ±º Ù®¿°» Ð®±½§¿²·¼·²­
Ë­·²¹ Ø·¹¸óÐ»®º±®³¿²½» Ô·¯«·¼ Ý¸®±³¿¬±¹®¿°¸§ñÓ¿­­ Í°»½¬®±³»¬®§
¿²¼ Ó¿¬®·¨óß­­·­¬»¼ Ô¿­»® Ü»­±®°¬·±²ñ×±²·¦¿¬·±² Ì·³»ó±ºóÚ´·¹¸¬ Ó¿­­
Í°»½¬®±³»¬®§ò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðððô ìèô íççð íççêò
øìç÷ Ø¿®¾»®¬­±²ô Öò Úòå Ð·½½·±¬¬±ô Ûò ßòå ß¼¿³­ô Üò Ñò Ó»¿­«®»³»²¬ ±º
Ð±´§³»®·½ Ð·¹³»²¬­ ·² Ù®¿°» Þ»®®§ Û¨¬®¿½¬­ ¿²¼ É·²»­ Ë­·²¹ ¿
Ð®±¬»·² Ð®»½·°·¬¿¬·±² ß­­¿§ Ý±³¾·²»¼ ©·¬¸ Þ·­«´º·¬» Þ´»¿½¸·²¹ò ß³ò Öò
Û²±´ò Ê·¬·½ò îððíô ëìô íðï íðêò
øëð÷ Þ«¼®¿¬ô Ðòå Í¸±¬·°®«µô ßò Û²¸¿²½»¼ Î»½±ª»®§ ±º Ð¸»²±´·½
Ý±³°±«²¼­ º®±³ Þ·¬¬»® Ó»´±² øÓ±³±®¼·½¿ ½¸¿®¿²¬·¿÷ ¾§ Í«¾½®·¬·½¿´
É¿¬»® Û¨¬®¿½¬·±²ò Í»°ò Ð«®·ºò Ì»½¸²±´ò îððçô êêô ïîë ïîçò
øëï÷ Í¿¼·´±ª¿ô Ûòå Ý¿®´»ô Îòå Í¬·²¬¦·²¹ô Úò Ýò Ì¸»®³¿´ Ü»¹®¿¼¿¬·±² ±º
ß²¬¸±½§¿²·²­ ¿²¼ ×¬­ ×³°¿½¬ ±² Ý±´±® ¿²¼ ·² Ê·¬®± ß²¬·±¨·¼¿²¬
Ý¿°¿½·¬§ò Ó±´ò Ò«¬®ò Ú±±¼ Î»­ò îððéô ëïô ïìêï ïìéïò
øëî÷ Ú«´»µ·ô Ìòå Î·½¿®¼±ó¼¿óÍ·´ª¿ô Öò Óò Ûºº»½¬­ ±º Ý«´¬·ª¿® ¿²¼
Ð®±½»­­·²¹ Ó»¬¸±¼ ±² ¬¸» Ý±²¬»²¬­ ±º Ý¿¬»½¸·²­ ¿²¼ Ð®±½§¿²·¼·²­ ·²
Ù®¿°» Ö«·½»ò Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îððîô ëïô êìð êìêò

Ö±«®²¿´ ±º ß¹®·½«´¬«®¿´ ¿²¼ Ú±±¼ Ý¸»³·­¬®§ ß®¬·½´»

¼ ò̈¼±·ò±®¹ñïðòïðîïñ¶ºìðïðïìí ¤ Öò ß¹®·½ò Ú±±¼ Ý¸»³ò îðïíô êïô êçîç êçíêêçíê
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2. Comunicaciones en congresos 
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