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RESUMEN.



Resumen

Los flavonoides comprenden un amplio grupo de compuestos
polifenolicos presentes en alimentos de origen vegetal, principalmente
frutas y verduras, que incluyen varias subclases, tales como: flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanoles, antocianidinas, isoflavonas,
dihidroflavonoles y chalconas. Entre ellos, la quercetina es el flavonol

mas abundante de la dieta y ampliamente distribuido en la naturaleza.

Son numerosos los estudios epidemiologicos que han encontrado una
asociacion inversa entre la ingesta de flavonoides y el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas e

incluso, neoplasias.

La quercetina ejerce efectos vasodilatadores, antiplaquetarios y
antiproliferativos. Ademas, reduce la presion arterial, el estado oxidativo
y el dano de los o6rganos diana tanto en modelos animales como en

humanos hipertensos.

Los flavonoides se encuentran mayoritariamente como glicésidos, pero
también pueden aparecer como forma libre (aglicona), en suplementos
nutricionales.. Los principales metabolitos de la quercetina en plasma
humano son: quercetina-3-O-glucuronido (Q3GA), quercetina-3-O-
sulfato e isorhamnetina-3-O-glucurénido (3-metil-quercetina-3-0O-
glucuron).Estos metabolitos son normalmente menos activos que la
aglicona e incluso, a menudo, son totalmente inactivos cuando son
analizados in vitro durante periodos cortos de tiempo. Sin embargo, los
metabolitos glucurono-conjugados de la quercetina pueden ser
hidrolizados por la B-glucuronidasa en varios tejidos, liberando la
aglicona que se acumula intracelularmente, responsable del efecto

biologico.

Planteamos como hipotesis que la administracion de la quercetina oral
en humanos podria inducir efectos vasodilatadores y que podrian estar
relacionados con la desconjugacion de la quercetina-3-O-glucuronido

(Q3GA).



Resumen

Diseno del estudio: ensayo doble ciego, aleatorizado, controlado con
placebo. Participaron quince voluntarios sanos (26 + 5 anos, 6 mujeres)
a los que se les suministré una capsula que contenia placebo, 200 o
400 mg de quercetina, de forma aleatoria, durante tres semanas
consecutivas. A las 2 h, se observd un aumento dosis-dependiente de
Q3GA en plasma (~0,4 y 1 M para 200 y 400 mg, respectivamente) con
niveles menores de quercetina e isorhamnetina. No se observaron
cambios en la presion arterial con ninguna de las dosis suministrada. A
las 5 h, la quercetina aumenté el diametro de la arteria braquial, que se
correlacionaba con el producto de los niveles de Q3GA por la actividad
B-glucuronidasa del plasma. Hubo un aumento en los niveles urinarios
de glutation, pero no hubo aumento de nitritos mas nitratos. La
quercetina y la isorhamnetina también ejercieron un efecto
vasodilatador en las arterias umbilicales humanas in vitro, mientras

que Q3GA no tuvo efecto.

Como conclusion, la quercetina ejerce efectos vasodilatadores agudos in
vivo en sujetos normotensos y normocolesterolémicos. Estos resultados
son consistentes con los efectos que se deben a la desconjugacion del

metabolito Q3GA.



ABREVIATURAS.



Abreviaturas

AA - Araquidonico.

ACh - Acetilcolina.

ADMA - Dimetil arginina asimétrica.
ADN - Acido desoxirribonucleico.

Akt - Proteina quinasa B.

AMPc - Adenosin monofosfato ciclico.
Ang II - Angiotensina II.

AP-1 - Proteina activadora.

ARNm - Acido ribonucleico mensajero.

ATP - Adenosin trifosfato.

b FGF - Factor de crecimiento de fibroblastos basico.

B gluc - B-glucosidasa.

BH2 - Dihidrobiopterina.

BH4 - Tetrahidrobiopterina.

Bk - Bradikinina.

B TGF - Factor de crecimiento transformante (3.
Ca2+ - Calcio.

Cam - Calmodulina.

Cat - Catalasa.

CBG - [3- glucosidasa citosolicas.
CE - Energia de colision

CI- - Cloro.

CMLV - Célula del musculo liso vascular.



Abreviaturas

CO: - Dioxido de carbono.

COMT - Catecol-o-metil transferasa.
COX - Ciclooxigenasa.

CPK - Creatina quinasa.

CuZn-SOD - SOD dependiente de cobre y cinc.

DAD - Detector de matriz de diodo.

DM - Diabetes Mellitus.

DMSO - Dimetilsulfoxido.

DOCA - Acetato de deoxicorticosterona.

DP - Potencial de descomposicion.

EDHF - Factor hiperpolarizante derivado de endotelio.

EDREF - Factor relajante derivado de endotelio.

ELAM-1 - Molécula de adhesion leucocitaria al endotelio.

eNOS - Oxido nitrico sintasa endotelial.
EP - Potencial de entrada.

ERC - Enfermedad renal cronica.

ERO - Especies reactivas de oxigeno.
ET-1 - Endotelina 1.

ET-2 - Endotelina 2.

ET-3 - Endotelina 3.

ET-4 - Endotelina 4, isoforma murina de la endotelina-2.

ETa - Receptor de endotelina A.
ETg - Receptor de endotelina B.

FA - Fosfatasa alcalina.



Abreviaturas

FAD - Flavin adenin dinucleétido.

Fe - Hierro.

FMN - Flavin mononucleétido.

GCs - Guanilato ciclasa soluble.

GGT - Gamma glutamiltransferasa.
GLUT - Transportador de glucosa.
GMPc - Guanosin monofosfato ciclico.
GOT - Aspartamo transaminasa.

G-6-P - Glucosa-6- fosfato.

GPT - Alanina transaminasa.

GPx - Glutation peroxidasa.

GSH - Glutation reducido.

GSSG - Glutation oxidado.

GTP - Guanosin trifosfato.

HDL - Lipoproteinas de alta densidad.
H202 - Peroxido de hidrogeno.

HOO- - Radical hidroperoxilo.

HTA - Hipertension arterial.

ICAM-1 - Molécula de adhesion intracelular 1.
IMC - Indice de Masa Corporal.

iNOS - Oxido nitrico sintetasa inducible.
IP3 - Inositol trifosfato.

8-iso-PGF2a - 8-iso-prostaglandina F2 alfa
iv - Via intravenosa

JNK - Quinasa c-jun-NH2-terminal.



Abreviaturas

K* - Potasio.

KCl - Cloruro potasico.

LDH - Lactatodeshidrogenasa.

LDL - Lipoproteinas de baja densidad.

L-NAME - Nw-nitro-L-arginina metil éster.

LO- - Radical lipidico.

LOO- - Radical lipidico.

LOX - Lipooxigenasa.

LPH - Lactasa floricina hidrolasa.

MAPA - Registro de presion arterial ambulatoria.
MAPKs - Protein kinasas activadas por mitogeno.
MCP-1 - Proteina quimiotactica de monocitos.

MDA - Malonildialdehido.

MDRD-4 - "Modification of Diet in Renal Disease Study”.

Mn-SOD - SOD dependiente de manganeso.

MRP - Proteina de resistencia a multiples farmacos.
MS - Espectometro de masas.

Na*- Sodio.

NA - Noradrenalina.

NADPH - Nicotinamin adenin dinucleotido fosfato.
NKCC1 - Cotransportador Na*-k+-2CI- 1.

nNOS - Oxido nitrico sintetasa neuronal.

NO - Oxido nitrico.

NO: - Nitritos.

NO3 - Nitratos.



Abreviaturas

NOS - Oxido nitrico sintetasa.

NOX - Nitritos y nitratos

02- - Anion superoxido.

OH- - Radical hidroxilo.

ONOO- - Peroxinitrito.

PAI-1 - Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1.
PAM - Presion arterial media

PCR -Proteina C Reactiva.

PDEs - Fosfodiesterasas.

PDGF - Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PGs - Prostaglandinas

PGG2 - Prostaglandina G2

PGH:2 - Prostaglandina H2.

PGI2 - Prostaciclina.

PI3K - Fosfatidil inositol-3-quinasa.

PK - Proteina kinasa.

PKA - Protein kinasa A.

PKB - Protein kinasa B = Akt.

PKC - Protein kinasa C.

Quer - Quercetina.

Q3GA - Quercetin-3-O- Glucuronido.
Rac- Proteina G de bajo peso molecular.
ROO- - Radical peroxilo.

ROS - Especies reactivas de oxigeno.

SEM - Error estandar de la media.



Abreviaturas

SGLT1 - Transportador de glucosa sodio dependiente.

SHR - Rata espontaneamente hipertensa.

SOD - Superoxido dismutasa.

SRAA - Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.
SULT- Sulfotransferasa.

TAD - Tension arterial diastolica

TAS - Tension arterial diastolica

TNF-a - Factor de necrosis tumoral a.

tPA - Activador del plasminégeno tisular.

TXA2 - Tromboxano A2.

TXB2 - Trtomboxano B2.

UGT - Enzima uridina 5 -difosfato glucuroniltransferasa.

VCAM-1 - Molécula de adhesion de las células vasculares 1.

VEGF - Factor de crecimiento del endotelio vascular.
VMF - Vasodilatacion mediada por flujo.
VP - Vasopresina.

XO - Xantina oxidasa.



indice

INTRODUCCION........ooiiiiiiieiiiieaiiite e et e et e et e et e e e e, 1
1. Introduccion: Enfermedad cardivascular y prevencion primaria........ 1
1.1. Efectos de la dieta sobre la morbimortalidad cardiovascular...... 2

2. Endotelio vasCular........coovuiiiiiiiii 4
2.1.Funciones del endotelio.........cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 5
2.1.1. Barrera selectiva.........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiii 5
2.1.2. Regulacion del tono vascular...........c.oooeviiiiiiiiiiiiin. 6
2.1.2.1. Sustancias vasodilatadoras............cccoeiiiiiiin. 6

OXidO NILTICO. .vvuiiiieiii et e 6
Prostaciclina........cocoovevviiiiiiiiiii 10

Factor hiperpolarizante derivado de endotelio....11

2.1.2.2. Sustancias vascoconstrictoras.............c.cooeeuenn.n. 13
Endotelina-1......cciieiiiiiiiiiiiiiiiiieieeees 13
Tromboxano A2 y PGH2............cociiiiiiiiii. 15
[SOPTOStANOS. .ciutiiiiiii e 15

2.1.3. Regulacion de la proliferacion, crecimiento y migracion de

las células musculares lisas.......ccccvviiiiiiiiiiiiniiiiiiiiine, 16
2.1.4. Regulacion de la coagulacion y fibrinolisis................... 16
2.2. Disfuncion endotelial. Concepto.......cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieninnn.. 17
2.2.1. Disfuncion endotelial y estrés oxidativo....................... 19
2.2.1.1. Fuentes enzimaticas de ERO..............c..c.ooeul. 21
Papel de la NADPH oxidasa.........cc.ccvvevnennennnn.. 21

Xantina oxidasa........coeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieen 23

Papel de la eNOS desacoplada...........c.c.c.cenenee. 24

2.2.1.2. Enzimas antioxidantes...............cooooiiiin 25
Superoxido dismutasa.......coceeeveiiiiiiiiiiiiiiinn.. 26

Glutation peroxidasa.......c.cocveveieiiniiiiinennenen.. 26
Catalasa.....cccoviiiiiiiiiiiiii 26

2.2.1.3. Antioxidantes no enzimaticos.............cocevueenen. 27
Glutation.......cooeviiiiii 27

Vitamina E. .o 29



indice

Vitamina C....oooiiiiiiiiii e 29
Otros antioxidantes.........cocoveviiiiiiiiiiiniinanenen. 29
2.2.2. Disfuncion endotelial y enfermedad cardiovascular....... 30
2.3.Remodelado vascular..........coooiiiiiiiiiiiii i 31
3. Flavonoides. Generalidades...........coveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeen 35
3.1. Flavonoides, disfuncion endotelial y estrés oxidativo............... 39
3.2. Flavonoides € hipertensSion......ooevvvriiiiiiiiiniiiieinieieeenaenans 44
3.3. Flavonoides y ateroSCleroSis.....cvvuviiiiinriiiiiiiiiiiieienieieeeaen, 48
3.4.Flavonoides y plaquetas........coviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 50
3.5. Flavonoides y cardiopatia iSQUEmMICA........coevviuirireinininnininennnnn. 51
3.6. Biodisponibilidad de los flavonoides...........cccoevvviiiiniiiiiinnenn.. 52
3.6.1.  ADSOTCION . ...ttt e 57
3.6.2. MetaboliSmo. .....cvuiiiiiiii 60
3.6.3.  DiStribuUCiON....cciuiiiiiiii e 62
3.6.4.  EXCIECION...iutititit it e eeaens 65
3.6.5. Propiedades de los metabolitos conjugados.................. 66
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.........coiiiiiiiiiieeeeeeeeiee e 69
1. Justificacion e hipotesis de estudio.......ccvvevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 70
2. ODJEIVOS .ttt ettt 72
2.1. ODbjetivos ZENerales. .....o.iuiiiieiiiiieii e 72
2.2, ODbjetivos €SPECIICOS. . .ttt ittt 72
MATERIAL Y METODOS. ... ..ottt ieneeaeieneeaens 73
1. Estudio de la funcion endotelial in Vivo........c.cooevviiiiiiiiiiiininiiiinnn. 74
1.1. Seleccion de 10S SUJEtOS...o.iiiieiniiiiiiii e 74
1.2, Tipo de €StUdio. . .cuiiuiniiitiiiiii e 75
1.3. Descripcion del tratamiento..........coeeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnea.n. 75
1.4. Diseno del eStudio.....co.vieiiininiiiiiiiiiii i 76
1.5, VariablesS. ..ot 77
1.5.1. Variables CliNiCas....o.ivtviitiiiiiiie i 77

1.5.2. Variables bioquimicas........ccevevuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 77



indice

1.5.3. Variables hematologicas......c.coveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeaen, 79
1.6. Medicion de diametro y flujo de la arteria braquial............... 79
1.7. Medicion de la presion arterial.........ccocoeieiiiiiiiiiiiiiiiininnn.. 81
1.8. Analisis plasmatico de quercetina y metabolitos................... 81
1.9. Determinacion de la actividad B-glucuronidasa.................... 85

1.10. Mediciones de glutation, nitritos y nitratos e isoprostanos....85

2. Contractilidad vascular in Vitro..........c.coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 86
3. Analisis estadiStiCO. ... .coviuiniiiii i 87
4. Aprobacion por el Comité de Etica........cocouveiineiiiieiieeieiiieeieennn. 88
RESULTADOS. ... .ot 89
1. Resultados del estudio in ViVO........coeveiiiiiiiiiniiiiiiiiiiieeeeee, 89
1.1. Descripcion de la muestra........cooeviieiiiiiiiniiiiiiiiiinie 90
1.2. Caracteristicas basales, clinicas y analiticas....................... 92

1.3. Perfil de metabolitos plasmaticos tras dosis oral unica de
(o LB IS o] uh's F- DU PPN 95
1.4. Efectos de la quercetina en la presion sanguinea, flujo
sanguineo y diametro de la arteria braquial......................... 97
1.5. Efectos de la quercetina en el glutation total plasmatico y
niveles de isoprostanos, nitritos y nitratos en orina............ 101

2. Efectos de la quercetina, isorhamnetina y Q3GA in vitro en arterias

umbilicales humanas.......ccovviiiiiii 103
DISCUSION. ......ouiiiiiiiiiiiiiiie et ettt e et 106
1. Efectos sobre la presion arterial.............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 108
2. Efectos sobre el flujo sanguineo.........c.cooiveiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 110
3. Efectos sobre el tono vascular........c.coooiiiiiiiiiiiiiiii 111

4. Metabolitos plasmaticos tras la administracion aguda de
QUETCETITIA. .ottt et e ettt e e ettt aaeas 112

Efectos de Q3GA sobre el tono vascular...........ccoevviiiiiiiiiiiiiinnn.... 116

o

6. Efectos de quercetina: correlacion con la actividad

B-glucuronidasa. .. .ooeveieiniieie i 117



indice

CONCLUSIONES. ...t e 119

BIBLIOGRAF I A . ..o e, 121



INTRODUCCION.



Introduccion

1. Introduccion. Enfermedad cardiovascular y prevencion
primaria.

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera
causa de mortalidad en el mundo, segun datos recogidos por la
Organizacion Mundial de la Salud, y su prevalencia continua creciendo
(Sacco et al., 2016), siendo la cardiopatia isquémica junto con los
accidentes cerebrovasculares, responsables de casi un tercio de las
muertes en Europa. El tratamiento farmacolégico, aunque es efectivo en
parte de la poblacion, en otros casos es claramente insuficiente, ya que
s6lo un 50% de la poblacion logra el control de sus cifras de presion
arterial (<140/90mmHg) (Egan et al., 2010). Estos resultados ponen de
manifiesto la necesidad de una estrategia preventiva dirigida a reducir
de manera precoz los factores de riesgo cardiovascular (Ludt et al.,
2014). Dentro de éstos, nos encontramos dos tipos: modificables y no
modificables. Entre los factores de riesgo no modificables se incluye la
edad, el sexo, factores genéticos/historia familiar y entre los
modificables: la  hipertension arterial (HTA), tabaquismo,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus (DM) y sobrepeso/obesidad
(particularmente la obesidad abdominal o visceral), frecuentemente
unidos a la inactividad fisica. Son sobre estos ultimos, donde debemos
actuar de forma precoz, ya que juegan un papel importante en la
morbimortalidad cardiovascular (Greenland et al., 2003; Bejarano et al.,

2011).
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Introduccion

1.1. Efectos de la dieta sobre la morbimortalidad

cardiovascular.

Los efectos de la dieta sobre la génesis y prevencion de la
enfermedad cardiovascular, es un hecho conocido desde antiguo. Sin
embargo, no es hasta el siglo XX cuando empieza a ganar
protagonismo, realizandose numerosos estudios con el fin de conocer

como actuian los diferentes micronutrientes a nivel molecular.

Hoy en dia, la dieta forma parte del manejo integral del riesgo
cardiovascular. Se sabe que una dieta rica en grasas saturadas
aumenta la concentracion de colesterol sérico, uno de los principales
factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo, mas que la cantidad
total ingerida, tiene mayor importancia la composicion de la grasa de la
dieta, destacando la reduccion del riesgo cardiovascular asociada al
consumo de acidos grasos poliinsaturados y el efecto pernicioso de los

acidos grasos trans de origen industrial (Rodriguez Artalejo et al., 2002).

Las dietas ricas en frutas y verduras también han demostrado,
tanto en estudios epidemiolégicos como de intervencion, que reducen la
morbi-mortalidad cardiovascular (Broekmans et al., 2001). El efecto
beneficioso de estas dietas se ha atribuido, al menos en parte, a la
presencia de antioxidantes. Asi, estudios epidemiologicos encontraron
una asociacion entre la ingesta de antioxidantes de origen vegetal,
principalmente vitaminas C y E, y una menor mortalidad cardiovascular
(Ascherio et al., 1999). Sin embargo, en estudios de intervencion donde
se administraron suplementos con vitamina D, vitamina C, vitamina K,
betacarotenos, magnesio o zinc, no se ha demostrado una reduccion del
riesgo cardiovascular de manera significativa (Saremi et al., 2010; Al-
Khudairy et al., 2017), incluso se ha observado efectos perjudiciales,
como es el caso de los suplementos de vitamina A y un mayor riesgo de
cancer (Schwingshackl et al., 2017). A pesar de que se han descrito

ciertos beneficios con determinados suplementos, sin embargo, la
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heterogeneidad de los diferentes tipos, las dosis y para las indicaciones
que se han empleado hasta ahora, limitan su uso hoy en dia, ya que no
se ha encontrado suficiente evidencia de que el aporte de muchos de
estos micronutrientes sea beneficioso en la prevencion primaria del
riesgo cardiovascular (Vivekananthan et al., 2003) si bien, en todas las
guias clinicas de prevencion de riesgo cardiovascular, se aconseja una

dieta rica en fruta y verduras.

En los ultimos anos, son numerosos los estudios que han descrito
las propiedades de otro grupo de micronutrientes, los flavonoides,
presentes en la dieta, con efectos beneficiosos en un gran numero
enfermedades, no so6lo cardiovasculares, sino también en enfermedades
neurodegenerativas, inflamatorias e incluso en neoplasias. Estos
efectos, son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades
antioxidantes, que pueden justificar sus acciones vasodilatadoras y
vasoprotectoras, asi como sus acciones antitromboticas, antilipémicas,
antiateroscleroticas, antiinflamatorias y antiapoptoéticas (Landete,
2012). Sin embargo, algunas cuestiones con respecto a eficacia,
mecanismo de accion y biodisponibilidad de los flavonoides no estan

todavia resueltas.
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2. Endotelio vascular.

El endotelio es un tejido de origen mesodérmico constituido por
una capa continua de células planas que cubren la superficie interna
del sistema vascular. En el humano, el endotelio lo forman
aproximadamente 10 trillones de células endoteliales y ocupa una
superficie que mide entre 300 a 1000 m2, con un peso aproximado de
l1kg. Estos datos morfologicos nos indican que las células endoteliales

juegan un papel estructural y funcional importante en el organismo.

Vasa vasorum

#Nervio

Tunica adventicia

Membrana eldstica

externa Tunica
media
Musculo liso
Membrana elastica
interna 5
| Tanica
Membrana Ldmina propia [ intima
basal (tejido conectivo y
musculo liso)
Endotelio

Fig.1. Estructura de la pared del vaso sanguineo.

Una de las caracteristicas de las células endoteliales es su
heterogeneidad, ya que su estructura varia en funcion del lecho
vascular considerado, pudiendo ser continuo (cerebro, corazon, etc.),
fenestrado (glomérulo renal, glandulas exocrinas y endocrinas, etc.) o

discontinuo (sinusoides hepaticos). Ademas, no solo expresan diferentes
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antigenos de superficie y receptores, sino que pueden generar distintas

respuestas frente al mismo estimulo (Gallagher y Sumpio, 1997).

El endotelio vascular ejerce un control preciso de la homeostasis
cardiovascular a través de la liberacion de sustancias paracrinas,
autocrinas y endocrinas implicadas en diversos procesos vasoactivos,
metabolicos e inmunitarios (Shimokawa, 2014). Sintetiza tanto agentes
vasodilatadores como vasoconstrictores (Félétou M.et al2010 ), ademas
de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante
B (TGFp), el factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el activador del plasminégeno tisular
(t-PA), el inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1 (PAI-1),
especies reactivas de oxigeno, interleuquinas, quimioquinas y moléculas
de adhesion de monocitos (ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, E-selectina).
Todos estos factores modulan numerosas funciones biologicas, entre las
que destacan el mantenimiento de una interfase sangre-tejido no
trombogénica, la regulacion del tono vascular, del flujo sanguineo

tisular y de la presion arterial.

2.1. Funciones del endotelio:

Las principales funciones ejercidas por el endotelio son las

siguientes.

2.1.1. Barrera selectiva.

El endotelio constituye la frontera de los compartimentos intra y
extravascular y actiia como una barrera de permeabilidad selectiva,
segun tamano y carga eléctrica, para macromoléculas y particulas
lipidicas, a través de las uniones intercelulares. La permeabilidad del

endotelio puede ser modificada en respuesta a diferentes estimulos, que
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provocan la apertura de las uniones intercelulares y cambios en la
forma de las células endoteliales (Mombouli y Vanhoutte, 1999, Mann et

al., 2003).

2.1.2. Regulacion del tono vascular.

El endotelio es considerado un tejido paracrino, ya que es capaz
de modular el tono vascular, manteniendo un equilibrio entre los
factores vasodilatadores, como el 6xido nitrico (NO), la prostaciclina
(PGI2) y el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (EDHF), y
los factores vasoconstrictores, como la endotelina 1 (ET-1), y el
tromboxano A2 (TXA2) y derivados prostanoides (PGH2) (Bauer V. et al.,
2010).

2.1.2.1. Sustancias vasodilatadoras.

De los tres factores relajantes producidos por el endotelio, el NO
se considera el mas importante debido a la capacidad de ejercer un
efecto tonico vasodilatador sobre la pared vascular, equilibrar las
acciones de factores vasoconstrictores de accion local y de agentes con
accion sistémica como la Angiotensina II, las catecolaminas y la

vasopresina (VP) (Jaffe, 1996).

> Oxido Nitrico.

En 1980, Furchgott y Zawadzki, descubrieron el papel
fundamental del endotelio como regulador de la vasodilatacion, al
describir el fenomeno de la relajacion del musculo liso vascular

dependiente de endotelio. Demostraron que anillos arteriales de aorta
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de conejo, previamente contraidos, se podian relajar en respuesta a la
acetilcolina, so6lo si las células endoteliales estaban intactas.
Eliminando el endotelio, anulaban la vasodilatacion producida por
acetilcolina, lo cual sugeria que estaba mediada por alguna sustancia
derivada de endotelio, que se denominé factor relajante derivado del
endotelio (EDRF) (Furchgott y Zawadzki, 1980). Posteriormente, se

identifico el EDRF como 6xido nitrico.

El NO se produce a partir de L-arginina a través del sistema de
enzimas conocido como 6xido nitrico sintetasas (NOS) que convierte L-
arginina y oxigeno en NO y L-citrulina (Li et al.,, 2005). En el ser
humano, se distinguen tres isoformas de NOS, dos de ellas
constitutivas, la isoforma endotelial (eNOS), que se encuentra
mayoritariamente en las células endoteliales de la pared de los vasos y
la isoforma neuronal (nNOS), localizada principalmente en la médula
espinal, cerebro y sistema nervioso periférico. Estas isoformas se
expresan en condiciones fisiologicas o patologicas y son dependientes
de calcio. La isoforma inducible (iNOS), se encuentra presente en
macrofagos y células inflamatorias (Godo et al., 2016) y su produccion
es independiente de la concentracion de calcio intracelular. En
condiciones fisiologicas, la isoforma inducible se expresa en muy bajas
concentraciones y su transcripcion puede ser inducida por estimulos
inmunologicos o inflamatorios permitiendo la liberacion de grandes

cantidades de NO (Nathan et al., 1994).

Para que la eNOS pueda ser activa, se ha de producir el
acoplamiento inverso entre dos monomeros. Cada monomero presenta a
su vez dos dominios, uno con actividad oxigenasa y otro con actividad
reductasa, que actuan de manera independiente. La
tetrahidrobiopterina (BH4) favorece la formacion de este dimero activo a
partir de los monoémeros de proteina inactiva. El dimero activo contiene
lugares de union para la L-arginina y la BH4, y el grupo hemo (Fe) en la

porcion N-terminal (dominio con actividad oxigenasa). En las NOS
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constitutivas, hay ademas lugares para la fosforilacion por proteinas
quinasas (PK) que regulan su actividad. Existe asi mismo, un lugar de
union a la calmodulina en la parte media, y unas secuencias de union
al flavin mononucleétido (FMN), flavin adenin dinucledtido (FAD) y
nicotinamin adenin dinucleotido fosfato (NADPH) en la porcion C-

terminal (dominio con actividad reductasa) (Li H et al., 2005).

La expresion de la eNOS puede verse incrementada en respuesta
a diversos estimulos como la trombina, ADP, bradicinina, sustancia P,
agonistas muscarinicos, roce tangencial y corriente circular. El
aumento de actividad de eNOS, producto del roce tangencial de la
sangre contra la capa endotelial (shear stress), contribuye a la
vasodilatacion mediada por flujo, siendo éste un importante mecanismo
de autorregulacion. De manera opuesta, la eNOS puede ser inhibida
competitivamente por derivados estructurales como el N-monometil-L-
arginina (L-NMMA), NG-nitro-L-arginina metilester (L-NAME) y otros
(Palmer et al., 1988).
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Fig. 2. Modelo dimérico de la eNOS, donde se muestra el acoplamiento
entre dos monémeos de la enzima para formar el dimero activo. El flujo
de electrones comienza en la porcién C-terminal con actividad reductasa,
desde el nicotinamin adenin dinucleétido fosfato (NADPH), hacia el flavin
adenin dinucleétido (FAD), y el flavin mononucleétido (FMN), que lleva el
electron (e-) al hierro del grupo Hemo (Fe), en el dominio oxigenasa. Cerca
del centro del péptido, se encuentra una secuencia de uniéon a la
calmodulina (Cam), una vez activada por calcio, que controla el flujo de
electrones. La tetrahidrobiopterina (BH4) parece ser esencial para el
proceso de donacioén de electrones del grupo hemo a la L-arginina y el O2
para formar o6xido nitrico (NO) y L-citrulina en condiciones fisiologicas

normales.
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Una vez producido, el NO difunde desde la célula endotelial al
musculo liso adyacente, activando al sistema enzimatico de
guanilatociclasa soluble, que al unirse al NO aumenta la concentracion
de GMPc, conduciendo a la vasodilatacion (Su, 2015). E1 GMPc genera
disminucion en la concentracion de calcio intracelular, a través de
activacion de proteinas quinasas sensibles a GMPc, que fosforilan
proteinas claves como canales ionicos, bombas y enzimas, que llevan a
la relajacion del musculo liso adyacente (Murad, 2006). De este modo, la
via NO-GMPc es la mediadora de los efectos relajadores de muchas
hormonas, incluyendo histamina, nitro-vasodilatadores, acetilcolina,
estrogenos, isoproterenol e insulina. Ademas del NO, existen otros
factores vasodilatadores, como la prostaciclina y el factor
hiperpolarizante, que son antagonizados por factores vasoconstrictores,
también liberados por el endotelio, tales como, endotelina-1,

tromboxano y prostaglandina Ha (Mombouli y Vanhoutte et al., 1999).

Ademas de la regulacion del tono vascular, el NO ejerce otras
acciones, como la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la inhibicion
del crecimiento y la proliferacion de las células del musculo liso,
ademas de la inhibicion de la adhesion de monocitos y leucocitos al
endotelio. Como consecuencia, el NO desempefia un papel fundamental
en el mantenimiento de la funcion, estructura e integridad vascular

(Romero et al., 1992).

> Prostaciclina.

La prostaciclina (PGI2) es sintetizada en las células endoteliales
vasculares a partir del acido araquidonico (AA), mediante la accion del
complejo enzimatico COX-PGI2 sintetasa. También se sintetiza en

CMLV y plaquetas, contribuyendo a regular el estado de agregacion
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plaquetaria. Parte de la accion de la prostaciclina, se debe a su union a
receptores especificos en la superficie de las CMLV, que se encuentran
acoplados a la adenilato ciclasa a través de proteinas G, lo que conlleva
a un aumento de los niveles intracelulares de AMPc (adenosin
monofosfato ciclico) y posterior relajacion del musculo liso (Gorman et

al., 1977; Furchgott y Vanhoutte 1989; Vanhoutte, 1993).

La PGI2 tiene un efecto vasodilatador a bajas concentraciones, sin
embargo, a elevadas concentraciones el efecto es vasoconstrictor
(Williams et al., 1994). La vida media de la PGI2 es corta, ya que no se
almacena en la célula, sino que se sintetiza y se libera en respuesta a
diversos estimulos. Entre los factores que estimulan la sintesis y
liberacion de PGI2 estan la Ang II, la ACh o la Bk, asi como productos
derivados de las plaquetas como la serotonina y el factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF) (Mitchel et al., 1992).

A diferencia de otras PGs, que en su mayoria son degradadas por
enzimas al pasar por la circulacion pulmonar, la PGI2 se inactiva
mediante una degradacion no enzimatica al metabolito estable 6-ceto-
PGF1la, que puede aparecer en la circulacion general. Este hecho, ha
servido para suponer que la PGI2 seria la unica PGs que tendria
efectos vasculares con cierta relevancia sistémica (Waldman et al.,

1978).

La edad, la arteriosclerosis y la diabetes mellitus, sin embargo,
disminuyen la capacidad para sintetizar PGI2, lo que sugiere la
existencia de un nexo entre la sintesis de PGI2 en el endotelio y su

vulnerabilidad en episodios de trombosis y aterosclerosis.

> Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio (EDHF).

El endotelio libera otro factor vasodilatador, llamado EDHF, que
produce la relajacion del musculo liso vascular al inducir

hiperpolarizacion de su membrana celular (Rubanyi y Vanhoutte, 1986).
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En los vasos sanguineos de varias especies animales se observo que
esta hiperpolarizacion era resistente a los inhibidores de la NOS y de la
COX, por lo que la relajacion endotelio dependiente no se debia solo al
NO o a la PGI2 (Corriu et al., 1996), sugiriendo la existencia de otro
factor responsable de dicha relajacion. La naturaleza y funcion del
EDHF no se conoce con exactitud. Durante un tiempo se considero la
posibilidad de que el EDHF fuera un metabolito del acido araquidonico
formado por la accion del citocromo P450 (Cohen y Vanhoutte, 19995).
Sin embargo, en los vasos sanguineos de algunas especies, los
inhibidores del citocromo P450 no afectan a la hiperpolarizacion
dependiente de endotelio. Se sugiere que el proceso vasodilatador que
genera esta sustancia, se produciria por hiperpolarizacion del musculo
liso vascular, mediante la apertura de los canales de K* en respuesta a
la accion de determinados agonistas, tales como acetilcolina y
bradiquinina, o de estimulos fisicos. En general, la hiperpolarizacion
del musculo liso produce vasodilatacion por la disminuciéon en la
apertura de canales de Ca** voltaje-dependientes y de la concentracion
intracelular de fosfatidil inositoles, reduciendo asi la concentracion de

calcio intracelular (Nelson et al., 1990).

La contribucion del EDHF a la relajacion dependiente de endotelio
varia en funcion de la arteria que se trate asi como del calibre de la
misma. Este factor actta principalmente sobre la microvasculatura y
los vasos de resistencia, por lo que parece jugar un papel importante en
la regulacion local de las resistencias vasculares periféricas. Diversos
estudios sugieren ademas, que el EDHF participa especialmente en la
circulacion coronaria y en el lecho vascular mesentérico, ya que
aproximadamente el 60% y el 70% respectivamente de la respuesta a
agentes vasodilatadores dependientes de endotelio esta mediada por el

EDHF (Maeso et al., 1998, Vazquez-Pérez et al., 2001).
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2.1.2.2. Sustancias vasoconstrictoras.

La regulacion del tono vascular viene determinada por el
equilibrio entre fuerzas vasoconstrictoras y vasodilatadoras, generadas
a nivel del endotelio. Dentro de las vasoconstrictoras nos encontramos
varias, como son la endotelina, productos derivados de la via de la
ciclooxigenasa (COX) como aniones superoxido (0O2-), tromboxanoA2
(TXA2) y prostaglandina H2 (PGH2), siendo la endotelina la mas
importante de todas ellas, tanto por su potencia como por su

localizacion, al ejercer su accion sobre el musculo vascular liso.

> Endotelina-1.

Las endotelinas constituyen una familia de pétidos endogenos de
21 aminoacidos. Se han descrito 4 tipos de endotelinas (endotelina-1
(ET-1), endotelina-2 (ET-2), endotelina-3 (ET-3), asi como una isoforma
murina de ET-2, denominada endotelina-4 (ET-4), distribuidas en una
variedad de células y tejidos, con diferentes niveles de expresion, donde
actian como moduladores del tono vasomotor, proliferacion celular,
produccion hormonal, balance del sodio, neurotransmision y desarrollo
de la cresta neural (Kedzierski, 2001; Jugdutt, 2004). La ET-1 es la
isoforma mas importante y se caracteriza por ser la Uinica sintetizada en

las células endoteliales (Ma, 1995).

La ET-1 esta implicada, de modo importante, en el proceso de
remodelado vascular y regulacion de la proliferacion celular. Se trata de
una sustancia mitogénica muy potente, que produce hiperplasia e
hipertrofia del musculo liso vascular, encontrandose de manera
elevada en la disfuncion endotelial y en pacientes con insuficiencia

renal (Brunner et al 2006, Tostes et al., 2008).

Los factores que estimulan la sintesis de ET-1 son multiples

como, hormonas vasoactivas, factores de crecimiento, radicales libres,
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endotoxinas, factores metabodlicos pero, son la hipoxia, la fuerza de
cizallamiento y la isquemia, los mas potentes. De forma opuesta, el NO,
péptidos natriuréticos, inhibidores de PKC, la heparina y quelantes del

calcio disminuyen la expresion de la ET-1(Kurtel et al., 1999).

La ET-1 ejerce sus acciones a través de la activacion de dos tipos
de receptores, el receptor de endotelina A (ETa) y el B (ETg). Los
receptores ETa se encuentran fundamentalmente en las CMLV, donde
estimulan el crecimiento y proliferacion de dichas células, y en
cardiomiocitos, fibroblastos, hepatocitos, adipocitos, osteoblastos y
neuronas, donde median respuestas mitogénicas y proinflamatorias.
Los receptores ETp tienen dos subtipos, el subtipo ETgl, que media
vasodilatacion y ETs2 vasoconstriccion (Ohlstein et al., 1996).Los
receptores ETg1 se localizan principalmente en las células endoteliales,
dando lugar a respuestas vasodilatadoras y antipoptoticas, tras la
liberacion de NO y prostaciclinas (PGI2) (Rosendorff, 1997). En
situaciones patologicas como aterosclerosis, hipertension o resistencia a
la insulina disminuye la distribucion de los receptores ETp a nivel

endotelial y aumenta en la media vascular (Iglarz y Clozel, 2007).

La ET-1 es capaz de producir una vasoconstriccion sostenida
concentracion dependiente y endotelio independiente en anillos
vasculares de varias especies (O'Brien et al., 1987). Puede reducir la
biodisponibilidad del NO mediante la inhibicién de la eNOS a través de

la caveolina-1, con mayor aumento de ésta en situciones patologicas.

Diversos estudios han demostrado la implicacion de la ET-1 en la
patogénesis inicial de las enfermedades cardiovasculares, siendo
predictor de disfuncion endotelial. La implicacion de la ET-1 observada
en la ateriosclerosis ha sido demostrada en ratones deficientes de apoE.
En este tipo de ratones, se ha constatado que, el desarrollo de placas de
ateroma, se podria prevenir tras bloquear de manera cronica los

receptores de ETa (Barton et al, 1998; d'Uscio LV et al., 2002).
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» Tromboxano A2 y PGH2.

Otros factores vasoconstrictores del endotelio son algunos
metabolitos del acido araquidonico (AA) como el tromboxano (TXA2) o
un endoperoxido inestable, la PGH2, con el que comparte receptor. La
COX cataliza la formacion de endoperoxidos ciclicos tales como
prostaglandina G2 (PGG2) y PGH2 por oxigenacion y ciclacion del AA.
La conversion de esta ultima en otros compuestos puede variar en los
diferentes tejidos. En el endotelio vascular a partir de PGG2 se forma
sobre todo PGI2 que tiene actividad vasodilatadora ademas de

antiagregante.

En los sujetos hipertensos estos pasos metabodlicos pueden estar
alterados existiendo un aumento de la produccion de PGH2 que tiene
actividad vasoconstrictora y que puede asi mismo convertirse en otro

compuesto vasoconstrictor, el TXA2.

La liberacion del TXA2 y otras prostaglandinas vasoconstrictoras
puede ser estimulada por distintos agentes vasoconstrictores como la
propia ET, la serotonina, la NA y la Ang II (Manabe et al., 1989, Taddei y
Vanhoutte, 1993), asi como por agentes vasodilatadores (Ach),
sustancias como la nicotina y por acciones mecanicas sobre el mismo

endotelio.

> Isoprostanos.

En la década de los noventa, se descubrieron unos compuestos
denominados isoprostanos, cuya estructura quimica era parecida a la
de las prostaglandinas y que son el producto de la peroxidaciéon no
enzimatica del acido araquidonico catalizada por radicales libres. De
todos los isoprostanos existentes, el de mayor importancia es el 8-iso-
PGF2a, ya que produce importantes respuestas biologicas en diferentes
tipos celulares como endotelio, plaquetas, CMLV, epitelio y células

inflamatorias. En el endotelio, el 8-iso-PGF2a induce la sintesis de ADN
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y la proliferacion celular, la expresion del ARNm y de la proteina de la
ET-1, la sintesis de TXA2, la formacion de IP3 y el aumento de calcio
intracelular. En las CMLV, los isoprostanos, producen

vasoconstriccion, siendo el 8-iso-PGF2a el de mayor efecto contractil.

Los isoprostanos, y en particular el 8-iso-PGF2a se generan de
manera moderada en personas fumadores, alérgicas, asmaticas asi
como en patologias cardiovasculares (renales, cerebrales, miocardicas,
la  enfermedad coronaria, el ictus isquémico agudo, Ila

hipercolesterolemia, la aterosclerosis y la preeclampsia) (Milne et al.,

2015).

2.1.3. Regulacion de la proliferacion, crecimiento vy

migracion de las células musculares lisas.

El endotelio regula la capacidad de proliferacion de las células del
musculo liso vascular mediante la liberacion de numerosos factores
estimuladores e inhibidores del crecimiento que actian localmente,
bien aisladamente o en combinacién, modulando su capacidad

proliferativa y migratoria (Scottburden y Vanhoutte, 1993).

2.1.4. Regulacion de la coagulacion y fibrinolisis.

El endotelio participa en la regulacion de la coagulacion y
fibrinolisis para mantener la fluidez sanguinea normal y evitar
problemas tromboticos. En condiciones normales, el endotelio tiene
caracter no trombogénico, aunque en determinadas situaciones
fisiologicas y fisiopatologicas, el endotelio es capaz de liberar sustancias
que promueven la adhesion y la agregacion de plaquetas y la

coagulacion (Wu y Thiagarajan, 1996).
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2.2. Disfuncion endotelial. Concepto.

El endotelio vascular desempena su funcion reguladora mediante
la preservacion del equilibrio entre la secrecion de sustancias
vasocontrictoras y vasodilatadoras, factores procoagulantes 'y
anticoagulantes, y agentes estimulantes y depresores de la proliferacion

celular (Masaki et al., 1992).

Podemos definir, por tanto, la disfuncién endotelial como el
desequilibrio, ya sea en condiciones basales o de estimulacion, entre la
sintesis, liberacion o efecto de los factores endoteliales vasodilatadores y
el de las sustancias vasoconstrictoras sintetizadas en las células

endoteliales.

Cuando existe deterioro endotelial pueden afectarse ademas otras
funciones, favoreciéndose la interaccion de las plaquetas y los
leucocitos con la pared vascular, asi como el crecimiento y la migracion
de las CMLV (Endemann et al., 2004), lo que conlleva a un estado
proinflamatorio y protromboético asociado a una capacidad

vasodilatadora disminuida.

La disfuncion endotelial se considera en la actualidad, una de las
primeras manifestaciones de la enfermedad cardiovascular y
la aterosclerosis (Godo et al, 2016). Tanto la hipercolesterolemia, la
diabetes mellitus, la hipertension, la hiperhomocisteinemia y el habito
de fumar cursan con disfuncioén endotelial, considerada a su vez, como
un marcador precoz e independiente de mal pronostico de los factores
de riesgo cardiovascular (Schdchinger et al., 2000; Widlansky et al.,

2003).
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Fig.3. Mecanismos causantes de la disfuncion endotelial inducida

por estrés oxidativo en las enfermedades cardiovasculares.

Distintos agentes, como enfermedades
cardiovasculares(hipertension, insuficiencia cardiaca, aterosclerosis),
factores de riesgo (hipercolesterolemia, fumar, tolerancia a nitratos,
diabetes, dimetil arginina asimétrica (ADMA), hiperhomocisteinemia) y
agentes vasoconstrictores (angiotensina II, endotelina 1), pueden activar

diferentes sistemas enzimdticos, como la NAD(P)H oxidasa vascular, la
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xantina oxidasa, o la eNOS desacoplada, que producen un potente agente
oxidante y precursor de otros oxidantes, el anidon superéxido (O2-),
generando asi un estrés oxidativo (altas concentraciones de especies
reactivas de oxigeno (ERO), entre ellas OZ2-, peroxinitrito (ONOO-),
radicales lipidicos (LOO y LO) o radical hidroxilo (OH-) principalmente),
que disminuye la biodisponibilidad del agente vasodilatador 6xido nitrico
(NO) al aumentar su degradacion por las ERO. Esto produce la
denominada disfunciéon endotelial, donde se observa un estado vascular
proinflamatorio, proagregante plaquetario y con alteraciéon en el tono
vascular, debido a que se produce un remodelado vascular, un aumento
de la agregaciéon plaquetaria, inflamacion vascular, la proliferacion de
células del misculo liso vascular (CMLV) y una menor capacidad

vasodilatadora.

2.2.1.Disfuncion endotelial y estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se produce como consecuencia de la alteracion
del equilibrio entre las especies oxidantes y los antioxidantes, bien
debido a un exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), a una deficiencia de agentes antioxidantes o bien, a una suma

de ambas.

Se define como radical libre a cualquier molécula o atomo que
contenga uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo,
derivados del oxigeno molecular (especies reactivas de oxigeno).Las
especies reactivas de oxigeno de mayor relevancia en la biologia
vascular incluyen el anion superoxido (O2-), el radical hidroxilo (OH-),
los hidroperoxidos lipidicos, los radicales hidroperoxilos (HOO-) y el
radical peroxilo (ROO-) junto con compuestos no radicales, tales como el
peroxido de hidrogeno (H202 ) y el peroxinitrito (ONOO-) que, aunque no

sean radicales, son biologicamente activos.

Pagina 19



Introduccion

ESPECIES

REACTIVAS FORMULA FORMACION
Radicales libres
Radical superdxido 0y Reduccién de un electron del oxigeno
molecular en estado basal
Radical hidroperoxilo HOO Protonacion del radical superéxido
Reduccién de un electron del perdxido de
Radical hidroxilo ‘OH hidrégeno y reduccién de 3 electrones del
oxigeno molecular en estado basal
Gx{do nftrr..{:n 0 NO Reduccidn de un electrén del nitrito
mondxido de nitrdgeno
Radical alcoxilo RO Reduccidn de un electrén del hidroperoxido
Radical peroxilo ROO Oxidacion de un electrén del hidroperéxido

Especies no radicales

Oxigeno singlete 0, Excitacidén del oxigeno molecular en estado
basal
Reduccién de 2 electrones del oxigeno
Perdxido de hidrigeno H;04 molecular en estado basal, seguida de
protonacidn del 16n perdxido
Peroxinitrito ONOO™ | Reaccidn del NO con Oy
P . : 1
Hidroperixido ROOH Aulnnxldamfﬁn y oxigenacion con 0, de
compuestos insaturados
Acido hipoclorose HCIO Hidrélisis del cloro molecular
Oxidaeion del oxigeno molecular en estado
Ozono 0, basal con oxigeno atémico formado por

fotolisis del oxigeno molecular en estado
basal

Tabla 1. Principales Especies Reactivas de Oxigeno.

Los radicales libres estan implicados en la fisiopatologia de
diversas enfermedades y procesos patologicos, como la aterosclerosis y
2003;

Valgimigli et al., 2003). Ademas de su papel oxidante, los radicales

la hipertension (Li y Shah, 2004; Taniyama y Griendling,

libres tienen otras funciones fisiologicas, siendo efectores de la
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respuesta inflamatoria (accion bactericida e inmunitaria) y moduladores

de la proliferacion celular y angiogénesis.

En el endotelio vascular, el aumento de estrés oxidativo,
principalmente por generacion excesiva de O2 -, altera diferentes
funciones fisiologicas como la regulacion del flujo sanguineo, la
inhibicion de la agregacion plaquetaria, la inhibicion de la adhesion
leucocitaria, y el control del crecimiento celular. Estos fenoémenos
modulan en ultima instancia el diametro de los vasos, el remodelado y

la formacion de las lesiones vasculares (Alexander, 1995; Harrison,

1997).

2.2.1.1. Fuentes enzimaticas de Especies Reactivas de

Oxigeno en el endotelio.

Las fuentes enzimaticas potencialmente productoras de especies
reactivas del oxigeno en las células vasculares incluyen, la NAD(P)H
oxidasa, la xantina oxidasa, la eNOS desacoplada, la mieloperoxidasa,
la lipooxigenasa, la hemoxigenasa, la peroxidasa, metales de transicion
y la cadena transportadora de electrones mitocondrial. Las tres
primeras fuentes enzimaticas son consideradas las principales
productoras de ERO y por tanto, objeto de estudio cientifico en los

ultimos anos.

> Papel de la NAD(P)H oxidasa.

En la disfuncion endotelial juega un papel importante, como se
ha comentado previamente, el aumento de la produccion vascular de
ERO, como el radical superoxido (0O2-), ya que éste reacciona

rapidamente con el NO, inactivandolo.

En la pared vascular se identifican diferentes enzimas productoras de

ERO como la nicotinaminadenindinucleotido fosfato (NAD(P)H) oxidasa,
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oxido nitrico sintetasa endotelial ( eNOS) desacoplada, xantina oxidasa
y ciclooxigenasa entre otras, aunque la principal produccion de ERO es
generada por la NA(P)DH oxidasa ( Zalba G.et al. 2001). Esta enzima se
encuentra presente, ademas de en la pared vascular, en leucocitos
fagociticos. Se trata de un complejo multi-enzimatico formado por un
citocromo b558 formado por dos subunidades, gp91phox y gp 22 phox
o sus analogos vasculares nox-1, nox-2 y diversos componentes
citoplasmaticos: la proteina rac y las subunidades p40phox, p47phox y
p67phox o nox-4 (Touyz et al, 2002). Para la activacion de este
complejo enzimatico se debe producir la translocacion de los
componentes citoplasmaticos a la membrana plasmatica. La
fosforilacion de la subunidad p47phox permite el desplazamiento y
union del resto de subunidades citoplasmaticas, a las subunidades de
membrana del enzima, iniciandose la cascada de activacion. Una vez
activada la NAD(P)H oxidasa, se produce la trasferencia de electrones
del NADPH citosoélico al oxigeno del espacio extracelular generando 027,

principalmente extracelular (Cross y Segal , 2004).

Membrana Cl- 0z

celular

Activacion

celular

NADPH NADP* + 2H*
T e— =W
Citosol
Fig. 4. Mecanismo de activacion NAD(P)H oxidasa. La activacion de

diferentes receptores en la membrana celular promueve la fosforilacion de

p47 phox y su posterior uniéon, y la del resto de subunidades
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citoplasmadaticas, a las subunidades de membrana. El desplazamiento de
rac, una vez unida a GTP gracias a la accion de la fosfotidilinositol-3-
quinasa (PI3-K) a la membrana, contribuye también a la activaciéon de la
enzima, que a partir de NADPH y 02 produce, mediante un sistema redox
de transporte electréonico en el dominio reductasa formado por las
subunidades gp 91 phox y p22 phox, NADPH, H+ y anién superoxido,
02~

La NAD(P)H oxidasa posee una actividad constitutiva, pero puede
ser regulada tanto por factores humorales como la angiotensina II,
factor de crecimiento, trombina y glucocorticoides, asi como por
factores fisicos como el roce tangencial ( shear stress)( Zalba et al,
2001). La activacion de la NAD(P)H oxidasa por la angiotensina II
constituye uno de los mecanismos fundamentales en la fisiopatologia de
la disfuncion endotelial asociada a hipertension, junto con la eNOS

desacoplada ( Mollnau et al., 2002, Endemann et al. 2004).

La expresion de algunas subunidades de la NAD(P)H oxidasa en el
sistema vascular y, la implicacion del O2~ generado por este complejo
multienzimatico como segundo mensajero de la senalizacion celular en
algunas patologias vasculares (Touyz et al. 2002), han puesto de
manifiesto la importancia de este sistema enzimatico en pacientes con
disfuncion endotelial, arteriosclerosis y otros factores de riesgo

cardiovascular.

> Xantina oxidasa.

Es una enzima citosolica que genera 0O2- y H20O> durante la
oxidacion de hipoxantina a xantina en el proceso del metabolismo de las
purinas. En condiciones normales, este enzima se presenta como una
deshidrogenasa, la xantina deshidrogenasa, pero en situaciones de

hipoxia, el enzima sufre una conversion a xantina oxidasa, que emplea
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oxigeno molecular como aceptor de electrones, con la consiguiente

produccion de xantina, O2 - y H2O2 (Andrade, 2000).

En algunos estudios se ha descrito que la inhibicion de la XO con
oxipurinol o alopurinol, puede mejorar la disfuncion endotelial

(Mervaala et al., 2001; Butler et al., 2000).

> Papel de la eNOS desacoplada.

La eNOS desacoplada constituye, junto con la NAD(P)H oxidasa,
una de las fuentes principales de ERO. Una deficiencia en el sustrato,
L-arginina, o en alguno de los cofactores del enzima, como la BH4, esta
asociada con un desacoplamiento de la via, lo que produce una
reduccion de la cantidad de NO y un aumento de la presencia de
radicales anion superoxido y peroxinitrito (Landmesser et al., 2003,
Forstermann, 2006). De esta forma, el desacoplamiento de la eNOS es
también un mecanismo critico en la disfuncion endotelial experimental
y clinica (Vasquez-Vivar et al, 2003). Se ha demostrado que la
disfuncion de la eNOS no solo altera la vasodilatacion endotelio
dependiente (Kawasima; 2004), sino que ademas, acelera la formacion

de lesiones ateroscleroticas (Kawashima S y Yokoyama M; 2004).
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* Hipertension
* Diabetes

* Aterosclerosis
* Fumadores

¢ Tolerancia a nitratos

NADPH |-COOH

Fig. 5. Desacoplamiento de la eNOS. La enzima en forma de
monodmero o en condiciones de de baja biodisponibilidad de L-arginina, o
tetrahidrobiopterina (BH4) (por aumento de su oxidacion a
dihidrobiopternina [BHZ2|) que puede ser debido a diversos factores como
hipertension, diabetes, aterosclerosis, adiccién al tabaco o tolerancia a
los nitratos, se encuentra en un estado que se denomina “desacoplada’,

en el que en lugar de producir NO, produce mayoritariamente O2-.

2.2.1.2. Enzimas antioxidantes.

En condiciones fisiologicas normales, el organismo neutraliza las
ERO a través de varios mecanismos antioxidantes que involucran la
produccion de enzimas antioxidantes como la superdoxido dismutasa,

catalasa, glutation peroxidasa y otras, para prevenir el dano oxidante.
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» Superoxido Dismutasa (SOD).

Es la primera linea defensiva frente a la produccion de radicales
superoxidos convirtiéndolos en oxigeno y peroxido de hidrogeno. En el
ser humano y otros mamiferos existen tres isoenzimas, en funcion del
ion metalico acoplado al sitio catalitico. La SOD que contiene cobre y
zinc (CuZn-SOD) localizada en el citosol de las células eucariotas,
mientras que la SOD que contiene manganeso (Mn-SOD) se encuentra
en la matriz mitocondrial. En mamiferos, la mayor actividad SOD se
encuentra en el higado, seguida de rinon, cerebro, adrenal y corazon

(Fig. 6).

> Glutation Peroxidasa (GPx).

La Glutation Peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion del H2O» y los
hidroperéxidos organicos a H2O y alcohol, respectivamente, usando
glutation reducido (GSH) como donante de electrones. Su actividad es
alta en el higado y los eritrocitos y moderada en cerebro, rinén y
corazon. La expresion de su gen esta regulada por factores como la
tension de oxigeno, la tasa metabodlica, el crecimiento, y las toxinas y

xenobioticos (Fig. 06).

» Catalasa (CAT).

Este enzima cataliza la descomposicion de H2O2 a H20O. Se localiza
principalmente en los peroxisomas, y su distribucion tisular es similar a
la de SOD. Tiene una amplia distribucion en el organismo humano, y se
localiza a nivel celular en las mitocondrias, peroxisomas y citosol

(Fig. 6).
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E-5-P Dehidrogenasa

GofP | e— |G -Fosfogluconato

NADE* —". MNADP
Radicales libres
intarmeadiarios | GSH Reductasa |
cr—y
GSSG q_GEVI GSH g G55G

> (o)

GSH Peraoxidasa |

Y
\/ Catalasa

| D,
Dafio oxidativo
*AabM

* Proteina
*Lipidos

Fig. 6. Principales procesos enzimaticos antioxidantes.

2.2.1.3. Antioxidantes no enzimaticos.

» Glutation (GSH).

El GSH es un tripéptido tidlico presente en la mayoria de las
células de animales y plantas. Esta constituido por tres aminoacidos:
glutamico, cisteina y glicina. Puede encontrarse en dos formas, bien
como glutation reducido (GSH) o como glutation oxidado (GSSG), segun
su estado de oxido-reduccion. El GSH desempena numerosas e
importantes funciones metabdlicas. Es uno de los antioxidantes mas
abundante de la célula, reaccionando directamente con los radicales
libres, sin necesidad de intervencion enzimatica, o bien, por medio de la
GPx. Ademas, protege frente al efecto nocivo de las radiaciones.

También parece intervenir en la reduccion de diversos antioxidantes
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celulares, como la vitamina E. El higado es el organo mas importante
que participa en la regulacion del metabolismo redox sistémico, y en la
produccion del agente sistémico antioxidante mas importante, ya que
proporciona aproximadamente el 90% del GSH circulante en
condiciones fisiologicas (Halliwell y Guteridge, 1995). Cuando se da una
agresion oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por medio de la reaccion
catalizada por la glutation peroxidasa. El GSSG formado es
inmediatamente reducido a GSH por medio de la enzima glutation
reductasa. La glutation reductasa requiere NADPH como cofactor, que

sera suministrado por la glucosa-6- fosfatodeshidrogenasa.

2 GSH

GSH
Peroxidasa 9
o 5-transferasa 0

GSSH

GSH
peroxidasa reductasa .9

ROH + NADPH

Fig. 7. Funcion antioxidante del glutation. 1. El perdxido de
hidrégeno formado por el metabolismo aerdbico es metabolizado por la
enzima GSH peroxidasa formando GSSG. 2. GSSG formado en la reaccion
anterior es reducido por la enzima GSH reductasa utilizando NADPH
como cofactor. 3. Los perdxidos organicos formados pueden ser reducidos
por GSH peroxidasa. 4. El GSSG formado durante el estrés oxidativo que
no puede ser reducido a GSH es exportado de la célula para mantener el

equilibrio redox.
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> Vitamina E.

Se trata de una familia de compuestos fenodlicos altamente
lipofilicos, por lo que tienden a concentrarse en las membranas
biologicas y lipoproteinas plasmaticas, especialmente en la membrana
mitocondrial interna, jugando un papel fundamental en la proteccion
frente a peroxidacion lipidica de las membranas celulares. Se encuentra
en higado, corazon, pulmon y tejido adiposo, especialmente en el tejido
adiposo pardo. El organismo no puede sintetizar esta molécula, asi que
su presencia en el organismo depende exclusivamente de la ingesta. Las
principales fuentes alimentarias de vitamina E son los aceites vegetales
(girasol, maiz, soja, algodon) y sus productos derivados, las nueces, el

germen de trigo y algunos vegetales de hojas verdes.

> Vitamina C.

A diferencia de la vitamina E, la vitamina C o acido ascorbico es
una molécula hidrosoluble presente en el citoplasma de las células y en
el fluido extracelular. Aunque puede interaccionar directamente con los
radicales O2-y OH-, parece que su principal funcion es participar en el
reciclaje de la vitamina E. En determinadas condiciones, puede actuar
como pro-oxidante in vitro. Al igual que la vitamina E, no puede ser
sintetizada por los humanos, por lo que ha de ser adquirida por la
ingesta de alimentos como las frutas (especialmente los citricos, las

cerezas y el melon) y algunos vegetales (tomates, coliflor, col, brocoli).

> Otros antioxidantes.

Los carotenoides, procedentes de la dieta (tomate, zanahoria,
citricos, espinacas, maiz) son capaces de neutralizar al O2- y de inhibir
la peroxidacion lipidica. Ademas, participan en el sistema antioxidante

el acido urico, la bilirrubina y la coenzima Q10.
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2.2.2. Disfuncion endotelial y enfermedad cardiovascular.

La disfuncion endotelial, caracterizada por una alteracion en la
regulacion del tono vascular ocasionado por un desequilibrio entre
sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras, se encuentra presente
en diferentes enfermedades cardiovasculares como la hipertension
(Panza et al., 1990; Higashi et al.,, 1995), la diabetes mellitus ( Ting et
al., 1996; Adams et al., 1996), la enfermedad coronaria ( Levine et al.,
1996; Hambrecht et al.,, 2000), la insuficiencia cardiaca congestiva
(Landmesser et al.,, 2002) y la insuficiencia renal (Yildiz et al., 2003;

Bolton et al., 2001).

En los pacientes con hipertension arterial, la disfuncion endotelial
contribuye a una pérdida de vasodilatacion dependiente de endotelio, y
por tanto, a un incremento de la resistencia vascular periférica. En
diferentes modelos experimentales de hipertension también se confirma
dicha pérdida vasodilatadora, demostrada en varios lechos vasculares,
incluyendo los pequenos vasos de resistencia (Park et al., 2001;

Schiffrin et al., 2000).

Factores de riesgo cardiovascular como la dislipemia (Creager et
al., 1990; Gilligan et al., 1994), la obesidad (Raitakari et al., 2004), el
tabaco (Oida et al., 2003) o el sedentarimo (Green et al., 2003) estan
asociados con la disfuncion endotelial, que a su vez, son frecuentes en
los pacientes con hipertension arterial. Esto ha puesto de manifiesto
que la disfuncion endotelial no sé6lo es una consecuencia de la

enfermedad cardiovascular sino que puede preceder a ésta.

Diferentes estudios han demostrado disfunciéon endotelial en
individuos normotensos descendientes de familias con alta incidencia

de hipertension esencial, lo que sugiere una participacion de la
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disfuncion endotelial en la patogenia de la enfermedad (Taddei et al.,

1996; Horning et al., 1997, Rizzoni et al., 1998).

En diabéticos tipo 2 con resistencia a la insulina, también se ha
detectado una elevacion de los marcadores de disfuncion endotelial

antes de que la enfermedad se manifieste (Balletshofer et al., 2000).

Por tanto, la disfunciéon endotelial es considerada marcador
pronostico de la enfermedad cardiovascular, al contribuir en el

desarrollo y progresion de la misma.

2.3. Remodelado vascular.

Se define como un proceso activo de alteracion estructural que
involucra cambios en los procesos celulares de crecimiento, muerte,
migracion y produccion-degradacion de matriz extracelular. Depende de
una interaccion dinamica entre factores de crecimiento local, sustancias

vasoactivas y estimulos hemodinamicos.

El remodelado vascular da lugar a cambios estructurales que
alteran el diametro vascular, desde la constriccion (estenosis) al

alargamiento (aneurisma) de la pared (Michel et al., 2007).

Este remodelado puede ser hipertrofico o eutroéfico:

e Hipertrofico, es el que presentan las grandes arterias y
disminuye el diametro de la luz asociado a un incremento del

grosor de la pared del vaso.

e Eutrofico, disminuye el diametro de la luz sin cambios en el
grosor la pared del vaso y predomina en los vasos de

resistencia de menor calibre, durante las etapas iniciales de la
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hipertension, por migracion y reordenamiento celular (Bellido

et al., 2003), donde el SRAA puede jugar un papel importante.

La presion intravascular provoca un aumento del estrés de la
pared que va a estimular algunos procesos hipertréficos originando un
aumento en el grosor de la pared. Un aumento en el flujo sanguineo

aumenta el diametro del vaso y provoca un engrosamiento de la pared.

Un pilar importante, en el proceso de remodelado vascular, lo
constituye el SRAA (Touyz et al. 2001), en especial, la Angiotensina II,
capaz de estimular el crecimiento de la pared vascular facilitando la
produccion y la accion de factores mitogénicos como el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), el factor plaquetario de
crecimiento (PDGF), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
o el factor de crecimiento tumoral (BTGF), que favorecen la proliferacion
de las células musculares lisas y la sintesis de proteinas. Como
consecuencia, se produce un engrosamiento en el espacio subintimal y
en la capa media, asi como acumulacion de colageno en la adventicia
(Lahera et al., 2000), contribuyendo al desarrollo de la hipertension y al
dano en organos diana (Feihl et al. 2008, Mathiassen et al.2007, Rizzoni

et al. 2003).

Los componentes de la matriz extracelular también pueden
contribuir al funcionamiento anormal de las arterias de resistencia,
debido a los cambios en los componentes de la matriz y los
correspondientes receptores de adhesion, que interaccionan entre las
células del musculo liso y las proteinas de la matriz, dando lugar a un
reordenamiento de las células musculares lisas y posterior

reestructuracion de la pared vascular (Intengan et al., 2000)

Los pacientes hipertensos presentan, por tanto, un aumento de la
resistencia vascular periférica, debido a alteraciones estructurales,
secundarias al estrechamiento de los vasos pequenos (Intengan et al.,
2000; Mulvany , 2003; Bund et al., 2003;Condezo-Hoyos et al., 2012), y

a alteraciones funcionales, ya que se acompana de un deterioro de la
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respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio atribuido a una
reduccion en la biodisponibilidad del NO, lo que conlleva a una
vasoconstriccion y posterior incremento de la resistencia vascular

periférica (Sagach et al., 2006; Lee et al., 2008).

-Agentes Vasoactivos
Facicees do Crocimiento, Clloquinas
-Presion coranta, Esliramiento \

4P B
@ U ﬂ%ﬁjﬂ_
‘ -MAF ] -AK
i P
-Contraccidn, Crecimiento, Inflamacidn, Fibrosis REMODELADO
VASCULAR

Fig. 8. Remodelado vascular inducido por estrés oxidativo.
(Modificada de Touyz y Briones, 2011).

La activacion de las enzimas generadas de ERO, como la NAD(P)H
oxidasa, la eNOS desacoplada, las enzimas mitocondriales en el
endotelio y las células musculares lisas vasculares conlleva a la

disminucién de la produccién de NO y a una generacién aumentada de
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O2 y H20., los cuales influyen sobre moléculas de senalizacion sensibles
a los cambios oxidativos como las MAPKs, p-Akt, los canales iénicos,
factores de transcripcion que inducen la expresion de las moléculas de
adhesion proinflamatoria (ICAM), las moléculas de adhesion de la célula
vascular y moléculas de adhesion plaquetaria al endotelio. Estos
procesos conducen al crecimiento vascular, fibrosis
contracciéon/dilatacion, inflamacion y la agregacion de plaquetas, los
cuales sustentan el dano vascular y la remodelacion estructural en la

hipertension Y otras enfermedades cardiovasculares.
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3. Flavonoides. Generalidades.

Los flavonoides (del latin flavus, “amarillo”) son substancias
producidas como metabolitos secundarios de las plantas,
principalmente frutas y verduras. Fueron descubiertos en 1930s por
Albert Szent-Gyorgyi, quien aislo a partir de la cascara del limén, la
citrina, considerada inicialmente como vitamina, siendo denominada
vitamina P por sus efectos en la permeabilidad capilar. Sin embargo, el
interés en estos componentes decayo en los anos 40, al demostrarse
que no eran requeridos como micronutrientes para la salud humana.
No es hasta los anos 90, a partir del trabajo de Hertog, cuando son
clasificados como antioxidantes (Serafini et al.; 1994), tras demostrarse
en diversos estudios epidemiologicos, un descenso en la incidencia y
mortalidad tanto de las enfermedades cardiovasculares como del cancer
tras un aumento del consumo de flavonoides (Hertog el al. 1997, Arai et

al, 2000).

Los flavonoides se encuentran presentes en cantidades
apreciables en maultiples alimentos tales como cebollas, ciruelas,
arandanos, manzanas, naranjas, fresas, espinacas ademas de en
chocolate amargo, los frutos secos, el vino tinto, los derivados de la soja
y el té (Aherne et al. 2002). La presencia de estos micronutrientes, en un
gran numero de alimentos de origen vegetal, podria explicar en parte el

efecto beneficioso de las dietas ricas en frutas y verduras.

Los flavonoides comprenden un amplio grupo de compuestos
polifendlicos que poseen un nucleo basico de flavano con dos anillos
aromaticos ( A y B), los cuales se encuentran interconectados por un
anillo heterociclico de 3 atomos de carbono ( anillo C), el cual, a su vez
puede estar unido al anillo B en C-2 (flavona), en C-3 (isoflovona) o en
C-4 ( neoflavano). Debido a la diversidad de modificaciones que pueden

presentarse en los 3 anillos, los flavonoides representan uno de los
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grupos mas amplios de compuestos (Middleton et al., 2000; Van Hoorn
et al, 2003) dando lugar a distintas subfamilias, entre las que
destacan: antocianos, flavonas, flavonoles, flavanoles, isoflavonas,

chalconas, flavanonas y dihidrochalconas.

:0; KON
Flavona Flavonol

AT O
) R
O KO X 0. .

Flavanona Flavanonol Chalcona Isoflavonoides

Fig. 9. Estructura quimica de las subclases de flavonoides mas

frecuentes.

Los flavonoides se encuentran mayoritariamente como glicosidos,
pero también pueden aparecer como forma libre (aglicon). Los flavonoles
se encuentran en los alimentos, principalmente, en forma de diversos
glicosidos, mientras que los flavanoles lo estan habitualmente en forma
de aglicones, siendo muy escasas sus formas glicosiladas. Estos ultimos
existen tanto en forma de monoémeros (catequinas) como de polimeros
(proantocianidinas o taninos condensados). Los flavonoles son los
flavonoides mas ubicuos en los alimentos, siendo la quercetina con
diferencia el flavonol mas abundante en la dieta (Hertog et al., 1996),
representando alrededor de un 60-75%. Aunque los habitos

alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de la ingesta
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de flavonoides se estima en 20-35 mg/ dia (Hertog et al., 1996; Manach
et al.,, 2004), existiendo amplias variaciones interindividuales y entre
poblaciones, en cuanto a cantidad y tipo de flavonoides consumidos
(Arts et al., 2001), asi por ejemplo, en Italia el consumo medio de
flavonoles se encuentra entre 5 y 125 mg al dia, en Finlandia se
consume en torno a 82 mg, llegando a alcanzar hasta 200 mg de
antocianidinas, y en Alemania varia el consumo de flavonoles mas
flavonas de 4 a 100 mg al dia (Sampson et al., 2002; Heinonen 2001;
Pietta et al., 1996). El vino tinto, por ejemplo, contiene 1,8 g/l de
polifenoles, entre los que los flavonoides forman el grupo mayoritario,
con concentraciones entre 1,36-1,5 g/1 (Waterhouse, 2002). Debido a su
ubicuidad en la dieta y disponibilidad como suplementos dietéticos,
quercetina y catequina son los compuestos mas comunmente utilizados

en los estudios de biodisponibilidad y actividad de flavonoides.

Son numerosos los estudios que han avalado las propiedades
biologicas de los polifenoles (Middleton et al.; 2000; Schroeteret al, 2006;
Potenza et al., 2007; Pérez- Vizcaino et al., 2009). Un meta-analisis de
siete estudios prospectivos de cohorte sobre la ingesta de flavonoides
dietéticos concluyo, que los individuos que se encontraban en el tercio
superior de ingesta diaria de flavonoles se asociaba a un menor riesgo
de mortalidad por enfermedad cardiaca coronaria, con respecto a los
incluidos en el tercio inferior, después del ajuste para los factores de

riesgo conocidos y otros componentes dietéticos (Huxley y Neil, 2003).

Los efectos de los flavonoides son fundamentalmente
consecuencia de sus propiedades antioxidantes lo que justifica sus
acciones vasodilatadoras y vasoprotectoras, asi como sus acciones
antiagregantes, antilipémicas, antiinflamatorias y antiapoptoéticas. Tales
propiedades explicarian su accion beneficiosa en la patologia
cardiovascular (Duarte et al., 2001, Jumar y Schmieder, 2016; Lee et al.,

2016, Pang et al., 2016; Santos y Lima, 2016).
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Ademas de los efectos descritos, los flavonoides son capaces de
modular la actividad de un gran numero de enzimas implicadas en el
control de diferentes procesos fisiologicos, incluyendo el control del tono

vascular y la proliferacion celular.
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Mejora funcién
endotelial

DL« 7
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Acciones de los
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[ Antitromboticos ]

Fig. 10. Acciones cardiovasculares de los flavonoides (Modificado

de Duarte et al.; 2015).

Existen también evidencias indirectas de que diversos flavonoides
pueden proteger contra el dano de macromoléculas celulares (lipidos,
proteinas, ADN), lo que apoya su papel en la prevencion de
enfermedades en las que el estrés oxidativo es un componente

importante de la enfermedad (Meydani, 2001).
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3.1. Flavonoides, disfuncion endotelial y estrés oxidativo.

La disfuncién endotelial se caracteriza por un deterioro en la
vasodilatacion dependiente de endotelio, la reduccion de la actividad de
la eNOS y un estado protromboético y proinflamatorio de las células

endoteliales.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la quercetina es
capaz de prevenir o revertir la disfuncion endotelial, siendo éste, un
mecanismo fundamental implicado en los efectos protectores de los

flavonoides sobre la salud cardiovascular (Pérez- Vizcaino et al., 2006).

La quercetina ejerce efectos vasodilatadores agudos directos en
arterias aisladas de animales (Duarte et al., 1993). En los vasos sanos,
estos efectos son independientes del endotelio y se producen de manera
semajante, en arterias pre-contraidas con diferentes estimulos, aunque
con diferente potencia (Pérez-Vizcaino et al., 2002). Algunos grupos, sin
embargo, han descrito que los efectos de la quercetina son parcialmente
dependientes del endotelio y relacionados con la liberacion del factor de
relajacion del endotelio (Ajay et al., 2003; Khoo et al., 2010) y otros, que
tales efectos son dependientes de endotelio, tanto en ratas hipertensas
(SHR), tras la administracion cronica de quercetina (Machha y Mustafa,

2005) como en ratas sanas, tras una unica dosis (Benito et al., 2002).

Los efectos sobre la funciéon endotelial, tanto de la quercetina
como de sus metabolitos, son ademas mas intensos en las arterias de
resistencia que en los vasos de conductancia (como la aorta), asi como
en las arterias de animales hipertensos que en las de normotensos

(Pérez- Vizcaino et al., 2002, Ibarra et al., 2003).

Se ha observado como la quercetina revierte la disfuncion
endotelial en aortas de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) tanto
in vivo, tras administrar una dosis de 10 mg/Kg dia, durante 5 semanas

(Duarte et al.,, 2001a; Sanchez et al., 2006) como in vitro, al anadirla al
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bano de organo (Ibarra et al., 2003). Un efecto similar tiene lugar en
diversos modelos experimentales de hipertension en ratas, como la
hipertension producida por la inhibicion cronica de la sintesis de NO
con L-NAME (Duarte et al., 2002), la producida por la administracion de
glucocorticoides mas NaCl (DOCA-sal) (Galisteo et al., 2004) o la
producida por la nefrectomia unilateral y estenosis de la arterial renal
contralateral (modelo Goldblatt) (Garcia-Saura et al.,2005, Choi et al.
2016), asi como en modelos de diabetes tipo I ( Ajay et al.,2006).

Estudios realizados en humanos, también observaron que la
administracion de diferentes alimentos ricos en flavonoides tenia un
efecto beneficioso a nivel endotelial. Asi, la administracion durante dos
semanas de zumo de uva, rico en flavonoides, a pacientes con
cardiopatia isquémica producia una mejoria de la funcion endotelial
(Stein et al., 1999) un efecto similar al observado con zumo de pomelo,
en pacientes hipertensos (Reshef et al., 2005) o con cacao en fumadores

(Heiss et al., 2009).

En la disfuncion endotelial juega un papel importante el aumento
de la produccion vascular de ERO, como marcador de enfermedad
cardiovascular. Todos los modelos experimentales de hipertensién se
han asociado a un aumento del estrés oxidativo tanto a nivel
plasmatico, vascular como hepatico, tal y como confirman los niveles de
malonilaldehido (MDA) y de isoprostanos detectados en plasma, en
tejidos y en la orina procedentes de estos animales. Se ha demostrado
que tras la administracion de la quercetina, los niveles de estos
metabolitos disminuyen de forma significativa (Duarte et al., 2001a;
Galisteo et al., 2004; Garcia- Saura et al., 2005; Sanchez et al., 2006).Por
tanto, la administracion cronica de la quercetina, en los diferentes
modelos experimentales de hipertension, previene el deterioro de la
funcion vasodilatadora endotelial, ademas de detectarse un aumento
paralelo de los NOX (nitratos mas nitritos, principales metabolitos de

NO) en la orina. En varones sanos, la quercetina aumenta los niveles
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plasmaticos de S-nitrosotioles, nitritos, y las concentraciones urinarias
de nitrato, que de forma indirecta senalan un aumento de NO endotelial

(Loke et al., 2008).

En wun estudio realizado recientemente, en pacientes
prehipertensos, la suplementacion con quercetina disminuyo diversos
marcadores de disfuncion endotelial, como la E selectina y la
interleucina-1, asi como parametros inflamatorios, lo que sugiere un
efecto beneficioso en la prevencion de la enfermedad cardiovascular

(Dowers et al., 2015).

Sin embargo, las acciones de la quercetina sobre el NO son
complejas, al obtenerse en diferentes estudios, en ausencia de estrés
oxidativo, datos contradictorios, observandose tanto un aumento como

una disminucion de NO (Tauber et al., 2002; Lépez-Lopez et al., 2004).

En determinadas circunstancias, la quercetina puede tener una
accion pro-oxidante al comportarse como un captador de NO (Van Acker
et al, 1995; Haenen et al., 1999), sin embargo, en presencia de
superoxido, la quercetina es un captador mas efectivo de superoxido

que de NO (Lopez-Lopez et al., 2004).

No obstante, en situaciones de estrés oxidativo, la quercetina se
comporta como un barredor de 027, siendo diversos los mecanismos

involucrados (Pérez- Vizcaino et al., 2006):
» Efecto antioxidante directo:

La quercetina disminuye los niveles de superoxido intracelular y
es capaz de proteger al NO del ataque del radical superéxido actuando
como un barredor de O2~ (Lépez-Lopez et al., 2004) explicando asi, el
efecto agudo observado in vitro (Ibarra et al., 2006). En modelos de
isquemia-reperfusion, se ha detectado que la quercetina reduce las
concentraciones del radical superoxido aumentando los niveles de NO

(Huk et al., 1998; Shutenko et al., 1999).
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» Inhibicién de fuentes enzimaticas:

A nivel vascular, se ha observado que la quercetina inhibe de
manera competitiva la actividad de la xantina oxidasa y la NAD(P)H
oxidasa de membrana, ambas, fuentes vasculares de especies reactivas
de oxigeno, e inhibe la disfuncion endotelial inducida por la
administracion exogena de NAD(P)H (Chang et al, 1993, Tauber et al,
1984).

» Pueden evitar la oxidacion de la tetrahidrobiopterina (BH4) y el
desacoplamiento de la eNOS (Romero et al., 2009), debido a sus

propiedades antioxidantes.

» Pueden inhibir las vias de senalizacion:

Son capaces de modificar el patron de expresion génica a nivel
vascular alterando la expresion de la subunidad reguladora p47phox de
la NAD(P)H oxidasa, observado tanto en el modelo SHR como tras
induccioén con angiotensina II in vitro y, la expresion de la NO sintetasa

endotelial y de la caveolina-1 (Sdnchez et al. 2006).

Ademas, inhibe la actividad de la fosfatidilinositol-3 kinasa (PI-3
kinasa) y de la proteina kinasa C (PKC), siendo la inhibicion de ésta uno
de los mecanismos mas importantes a través de los cuales los

flavonoides ejercen su efecto vasodilatador (Middleton et al., 2000).

También se ha descrito la interaccion de la quercetina con
miembros de la familia de las proteina kinasas activadas por mitogenos
(MAP kinasas, ERK y JNK) (Yoshizumi et al. 2002; Moon et al., 2003).
Ambas kinasas estimulan la expresion de diversas proteinas inducibles
y se activan en respuesta a estimulos inflamatorios y aterogénicos como
el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleucina-1p3, el estado

oxidativo y la hipertension arterial (Chakraborti et ak., 1998). Asi, la
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inhibicion de ERK y/o JNK se ha involucrado en los efectos inhibitorios
de la quercetina sobre la sintesis de DNA y la hipertrofia de células
musculares lisas vasculares en presencia de estimulos proinflamatorios
como el TNF-a (Moon et al., 2003) o la angiotensina II (Yoshizumi et al.,

2002).

La quercetina, ademas, puede prevenir el deterioro de NO
inducido por la angiotensina II y la endotelina-1(Romero et al., 2009). E1
efecto preventivo de quercetina sobre la disfuncion endotelial inducida
por endotelina-1 parece estar relacionado con la regulacion a la baja de
p47 phox a través de la inhibicion de la proteina kinasa (PKC) (Romero
et al., 2009). Se ha demostrado como la quercetina es capaz de inhibir
la liberacion de ET-1 del endotelio de la vena umbilical humana y de las
células endoteliales de aorta bovina (Khan et al., 2002; Zhao et al.,
1999). In vivo, la quercetina también reduce los niveles de ET-1 en la
orina de los ratones ApoE (Loke et al.,, 2010) y en humanos sanos (Loke

etal., 2008).

En las células del musculo liso vascular (CMVL), el NO ejerce su
efecto vasodilatador mediante la activacion de la guanilatociclasa
soluble y el posterior aumento de guanosinmonofosfato ciclico (GMPc).
A su vez, el GMPc es metabolizado por las fosfodiesterasas de
nucleotidos ciclicos (PDEs) y , por tanto, la actividad del NO y la
relajacion dependiente del endotelio van a supeditarse en gran medida a
la actividad de las PDEs, por lo que su inhibicion podria prevenir la
disfuncion endotelial en ciertas circunstancias (Viachopoulos et al.,
2004). Se ha observado que varios flavonoides pueden inhibir varias
isoformas de PDEs, lo que explicaria el efecto preventivo de éstos sobre
la disfuncion endotelial. La quercetina, ademas, mejora de forma
selectiva la relajacion dependiente de GMPc mediante un mecanismo no

relacionado con la inhibicion de PDEs (Suri et al., 2010).

Otro aspecto interesante, es el posible efecto sinérgico de la

quercetina con otros flavonoides importantes de la dieta como la
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catequina y que co-existen en multiples alimentos. Se ha descrito que
ambos flavonoides actuan de forma sinérgica para inhibir la actividad
NAD(P)H oxidasa y la produccion de NO en plaquetas, un efecto que

podria también tener lugar a nivel vascular (Pignatelli et al., 2006).

3.2. Flavonoides e hipertension.

La hipertension es uno de los factores de riesgo mas importantes
en la aparicion de los accidentes cerebrovasculares, la cardiopatia
isquémica, la insuficiencia cardiaca, la insuficiencia renal y la
arteriopatia periférica. Uno de los objetivos del tratamiento y prevencion
de la enfermedad cardiovascular es la disminucion de las cifras de
presion arterial, ya que se ha demostrado que una reduccion de dichas
cifras se acompana de una disminucion del riesgo cardiovascular

(Turnbull, 2003).

El tratamiento de la hipertension incluye tanto medidas higiénico-
dietéticas (dieta baja en sal, pérdida de peso, ejercicio...) como
farmacologicas. El tratamiento farmacologico, eficaz en la mayor parte
de la poblacion, puede no ser suficiente y estar asociado a efectos
secundarios (Larson et al., 2012). En cuanto a las medidas dietéticas, se
ha observado que el consumo de frutas y verduras, tanto en estudios
experimentales como epidemiologicos, se encuentra relacionado con
una disminucion de la presion arterial (Dauchet et al, 2009).
Curiosamente, esta reduccion de presion arterial es mayor en los

pacientes hipertensos que en los normotensos (Margetts et al.; 1986).

En los ultimos anos, los flavonoides, presentes en frutas y
hortalizas, han recibido especial atencion como micronutrientes, por
sus efectos beneficiosos sobre la enfermedad cardiovascular (Erdman et

al., 2007).
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Los flavonoides producen un efecto vasodilatador directo en vasos
arteriales y venosos aislados (Duarte et al., 1993; Pérez-Vizcaino et al.,
2002). Ademas, su potencia vasodilatadora es mayor en arterias
coronarias (Ibarra et al., 2003) y en arterias procedentes de ratas
hipertensas que en sus respectivos controles normotensos (Pignatelli et
al., 2006). Uno de los primeros trabajos que estudio los efectos
antihipertensivos de la quercetina se llevo a cabo en ratas SHR, modelo
genético de hipertension multifactorial y considerada similar a la
hipertension esencial en humanos (Duarte et al., 1993). Este estudio fue
confirmado en sucesivos posteriores (Carlstrom et al., 2007, Romero et
al., 2010; Sanchez et al., 2006) y seguido de otros trabajos realizados en
diversos modelos experimentales de hipertension en rata, tales como la
hipertension producida por la inhibicion de la NO sintetasa con L-
NAME (Duarte et al, 2002), en el modelo inducido por
desoxicorticosterona (DOCA-sal)(Galisteo et al., 2004) o en el modelo de
hipertension por estenosis unilateral de la arteria renal o modelo de
ratas Goldblatt (Garcia-Saura et al., 2005; Choi et al., 2016 ) Otros
grupos han descrito también efectos similares en el modelo genético
sensible a la sal (ratas Dahl)(Aoi et al.,, 2004) o tras la coartacion de la
aorta( Jalili et al., 2006). Ademas, la quercetina también redujo la
presion arterial en modelos de animales de resistencia a la insulina y de
sindrome metabdlico, como las ratas Zucker obesas (Rivera et al., 2008)
y en ratas alimentadas con un alto contenido de grasas y una dieta rica
en sacarosa (Yamamoto et al, 2006). En todos estos modelos de
animales de hipertension, la quercetina ha demostrado efectos
antihipertensivos cuando se administran de manera cronica, siendo la
dosis mas frecuentemente empleada de 10 mg/ Kg-! al dia, aunque las
dosis efectivas usadas van desde 2 a 300mg/ Kg! por dia. En los
diferentes estudios se ha visto que el efecto antihipertensivo es dosis
dependiente y afecta a la presion arterial sistolica, diastolica y presion
arterial media. Este efecto antihipertensivo no aparece inmediatamente,

normalmente comienza a las dos semanas del tratamiento,
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manteniéndose durante todo el tiempo suministrado y hasta 48 horas
desde su interrupcion. Excepto en un trabajo (Carlstrom J et al., 2007),
ademas, este efecto es independiente del modo de administracion. La
quercetina ha demostrado ser eficaz en todos estos modelos de ratas,
independientemente del origen de la hipertension, del sistema renina-
angiotensina, estrés oxidativo y o6xido nitrico, sin embargo, no tiene

ninguan efecto hipotensor en animales normotensos.

También se ha demostrado una reduccion de la hipertrofia
cardiaca izquierda con quercetina en ratas SHR ( Duarte et al.,1993), en
las ratas tratadas con desoxicorticosterona ( DOCA-salt)(Galisteo et al.,
2004), en las ratas hipertensas Goldblatt (Garcia- Saura et al., 2005) y
en las ratas hipertensas con constriccion de aorta ( Jalili et al., 2006), y
produjo efectos protectores a nivel renal, tanto a nivel estructural como
funcional, en modelos de hipertension como en las ratas L-NAME
(Duarte et al., 2002), las ratas DOCA-sal ( Galisteo et al., 2004), las ratas
Goldblatt ( Garcia-Saura et al., 2005) y en las ratas Dahl sensibles a la
sal ( Aoi et al, 2004).Sin embargo, en el modelo de ratas SHR, no
produjo una reduccion significativa de la hipertrofia renal ( Duarte et al.,

2011).

Por tanto, estos efectos antihipertensivos se acompanan de una
reduccion del dano organico asociado como la hipertrofia cardiaca, las
alteraciones histologicas renales, la proteinuria, el remodelado vascular
y la disfuncion endotelial, ademas de una reduccion de los marcadores
de estrés oxidativo en plasma, higado y orina (Duarte et al., 2001a;

Duarte et al., 2001b; Duarte et al., 2002; Galisteo et al., 2004).

Uno de los primeros estudios realizados en humanos, que analizo
los efectos de quercetina sobre los factores de riesgo cardiovascular en
voluntarios sanos, fue el descrito por Conquer et al. en 1998. En éste, el
consumo de quercetina no modifico de forma significativa ningun factor
de riesgo cardiovascular incluido la hipertension, al igual que se habia

observado previamente en animales sanos. Estudios posteriores,
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demostraron resultados similares en pacientes prehipertensos, sin
embargo, si se produjo una reduccion de la presion arterial tanto
sistolica como diastdlica en aquellos pacientes hipertensos en fase I
(Edwards et al., 2007). En otro estudio realizado en pacientes con
sindrome metabdlico, el consumo de quercetina a una dosis de 150
mg /dia durante 6 semanas, indujo una disminucion de la presion
arterial sistdlica, sin embargo, no tuvo ningun efecto sobre el perfil
lipidico e incluso ejercidé un efecto perjudicial en uno de los subgrupos
del estudio (ApoE4) con disminucion del HDL en suero. (Egert et al. en
2009, Egert et al. 2010). La quercetina también redujo la tension arterial
sistolica en fumadores prehipertensos (Lee et al.,, 2011) y en mujeres
con diabetes mellitus tipo 2, tratadas con dosis farmacologicas de
quercetina (500 y 730 mg) (Zahedi et al., 2013).0tro estudio que incluia
a un numero elevado de individuos sanos (n=1002) la quercetina
produjo una reduccion modesta pero significativa de la presion arterial

(Knab et al 2011).

En un metanalisis reciente, se ha analizado el efecto
antihipertensivo de la quercetina, cuyos resultados muestran una
reduccion estadisticamente significativa de la presion arterial tanto

sistélica como diastoélica con dosis >500 mg / dia. (Serban et al., 2016).

Aunque se han sugerido varias vias, alun no se conoce con
exactitud el mecanismo con el cual la quercetina ejerce un efecto
antihipertensivo (Briill et al.,, 2015), pero el amplio espectro de efectos
antihipertensivos en modelos de muy distinto origen fisiopatologico
sugiere que podrian intervenir multiples mecanismos: sus efectos
vasodilatadores directos, sus efectos sobre el estrés oxidativo o las
alteraciones de la expresion génica como consecuencia de la inhibicion
de proteinas kinasas y factores de transcripcion y / o interferencia con
el sistema renina-angiotensina-aldosterona (Larson et al., 2012).
Recientemente, se le ha adjudicado un nuevo mecanismo de accion, al

activar el contransportador NKCC1 a nivel renal, con el consiguiente
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aumento de Cl-citosolico, el cual a su vez inhibe la expresion génica del

canal de Na* y por tanto la reabsorcion de éste ( Marunaka et al.,2017).

Esta gran diversidad de posibles mecanismos de accion de la
quercetina, y de los flavonoides en general, hace que estos compuestos

no deban ser considerados s6lo como antioxidantes.

3.3. Flavonoides y aterosclerosis.

La aterosclerosis se define, actualmente, como una enfermedad
multifactorial, en la que se encuentran involucrados factores como el
estrés oxidativo, la inflamacion y la disfuncion endotelial. Uno de los
mecanismos responsables de la disfuncion endotelial es el aumento de
la oxidacion de las LDL. Estas lipoproteinas, citotoxicas para el
endotelio, son ademas, quimiotacticas para los macréfagos y los
monocitos, ya que promueven la presencia de éstos en la lamina intima
de los vasos sanguineos. Estos monocitos fagocitan las LDL oxidadas
por los radicales peroxinitrito o hidroxilo, formando las células
espumosas caracteristicas de la estria grasa, estadio primario en la

formacion de la placa de ateroma.

Numerosos trabajos relacionan el efecto de los flavonoides con la
proteccion de la oxidacion de las LDL (Yang et al., 2011).Ya en 1990, De
Whalley et al., demostraron que ciertos flavonoides eran inhibidores de
la modificaciéon de LDL por macrofagos en ratones. El efecto protector
de los flavonoides contra la aterosclerosis podria estar mediado por la
prevencion de uno o varios de los procesos implicados en la progresion
de la enfermedad aterosclerdtica. Sin embargo, los mecanismos de
accion no estan totalmente claros. Se han postulado varias lineas
defensivas: la primera, tras la inhibicion de la oxidacion de las
lipoproteinas y la segunda, por bloqueo directo a nivel celular de la

toxicidad de LDL oxidadas.
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El consumo de dosis bajas de quercetina redujo la progresion de
la aterosclerosis en ratones knockout ApoE (Hayek et al., 1997; Loke et
al.,, 2010), sin embargo, no se produjo modificaciones en el colesterol
LDL o HDL en plasma (Hayek et al, 1997). Tampoco hubo
modificaciones en el perfil lipidico en las ratas alimentadas con una
dieta alta en grasas o en sacarosa (Yamamoto et al., 2006) ni en los
seres humanos con sobrepeso y con un fenotipo ApoE3, llegando
incluso a reducir la relacion HDL/LDL en los portadores de fenotipo
ApoE4 (Egert et al., 2009). Por el contrario, se ha demostrado una
reduccion en los niveles séricos de triglicéridos y colesterol en conejos

alimentados con una dieta alta en colesterol (Kamada et al., 2005).

Aunque quercetina no tiene ningin efecto beneficioso sobre el
perfil lipidico plasmatico, si inhibe la susceptibilidad de LDL a la
oxidacion (Hayek et al., 1997), la citotoxicidad inducida por LDL (Negre-
Salvayre et al., 1992) y la formacion de estrias grasas en la aorta (Auger
et al., 2005). Sin embargo, en estudios realizados en humanos, la
oxidacion de las LDL no se vio modificada por el consumo de
flavonoides (de Rijke et al., 1996), por lo que el efecto de los flavonoides
sobre la oxidacion de las LDL podria variar dependiendo de su
estructura, la fuente y la dosis. Un dato destacable es que los
metabolitos de la quercetina se acumulan en las lesiones

ateroscleroticas humanas, pero no en la aorta sana (Kawai et al., 2008).

En la formacion de la placa aterosclerotica se encuentran
involucradas las moléculas de adhesion y las metaloproteinasas de la
matriz, asi como la infiltracion de células inflamatorias. La quercetina
fue capaz de reducir el aumento inducido por el TNF-a en las moléculas
de adhesion VCAM-1, ICAM-1 y MCP-1, tanto a nivel de la proteina
como del ARNm, en el endotelio humano y en las células del musculo
liso vascular. El efecto inhibitorio sobre la expresion de ICAM-1 parece
estar mediado a través de una inhibicion de la via JNK/AP-1 (Kobuchi et

al., 1999). Sin embargo, los metabolitos de la quercetina, la quercetina-
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3’-sulfato, quercetina-3- glucuronido y  3’-methilquercetina-3-
glucuronido no mostraron apenas efecto (Tribolo et al., 2008; Winterbone

et al., 2009).

Los mecanismos moleculares a través de los cuales la quercetina
puede inhibir la expresion de genes inflamatorios, aun no han sido
totalmente aclarados. En otros estudios, tanto quercetina como otros
flavonoides inhibieron la produccion de marcadores TNF-a, asi como la
expresion de la NOS inducible (iINOS) y la produccion de NO en

macrofagos activados por lipopolisacaridos (Comalada et al., 2006).

3.4. Flavonoides y plaquetas.

El efecto antiagregante plaquetario de los flavonoles fue descrito
inicialmente por Beretz et al. (1982). Este efecto antiagregante puede
justificarse en base a su capacidad para inhibir enzimas como el
tromboxano A2 (TXA2), la ciclooxigenasa (COX), y la lipooxigenasa
(LOX). Estos compuestos inhiben, por lo tanto, la sintesis de moléculas
derivadas del acido araquidénico que estan directamente involucradas

en la regulacion de la homeostasis vascular (Murphy et al., 2003).

La quercetina inhibe la activacion de NAD(P)H oxidasa
dependiente de PKC en las plaquetas (Pignatelli et al., 2006).Sin
embargo, los efectos antiagregantes in vivo de la quercetina han sido
cuestionados por numerosos investigadores. En un estudio en
humanos, en el que a través de la cebolla se ingeria 114 mg de
quercetina por dia, no se observaron cambios en la agregacion
plaquetaria, ni en la produccion de tromboxano B2, el factor VII o en
otras variables hemostaticas (Janssen et al, 1998). Sin embargo,
estudios posteriores obtuvieron resultados opuestos, demostrando una

inhibicion de la agregacion plaquetaria tras la administracion de
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suplementos de quercetina o tras una dieta enriquecida (Hubbard et al.,

2004, Hubbard et al., 2006).

3.5. Flavonoides y cardiopatia isquémica.

La cardiopatia isquémica agrupa a un conjunto de entidades
clinicas como el infarto agudo de miocardio, la angina, la insuficiencia
cardiaca y la muerte subita, cuyo principal factor de riesgo es la
aterosclerosis. Se ha demostrado que la reduccion del colesterol LDL,
la prevencion de la aterosclerosis y el control de la presion arterial
conducen a un descenso significativo en el riesgo de enfermedad

coronaria (Turnbull, 2003).

Son numerosos los estudios clinicos que han correlacionado la
ingesta de flavonoides con una disminucion de la incidencia de la
enfermedad coronaria (Hertog et al., 1993; Wang et al.,, 2011, Du et al.,
2016, Goetz et al., 2016).

Las propiedades de los flavonoides, ademas de su efecto
antioxidante, incluyen acciones antiinflamatorias, antitrombdticas,
vasodilatadoras, antiagregantes y antilipémicas, lo que explicaria, su

efecto beneficioso a nivel de la patologia cardiovascular.

Estudios epidemiologicos observaron que los flavonoides
presentes en el jugo de granada, el vino tinto y las uvas previenen la
oxidacion de la LDL en la pared vascular ademas de aumentar la

vasodilatacion coronoria en enfermos cardiacos (Stein et al., 1999).

El estrés oxidativo juega un papel importante en el inicio y
progresion de la placa de aterosclerosis. Durante el evento isquémico se
produce liberacion de citoninas y ERO, pero es durante la reperfusion
post-isquemia donde se encuentran aun mas incrementadas,

asociando, generalmente, wuna reduccion de la produccion de NO
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endogeno, resultante de la disfuncion endotelial y del dano tisular
relacionado con la infiltracion de neutrofilos. Estudios experimentales
en modelos animales, han demostrado que la quercetina reduce la
disfuncion contractil del corazon, el tamano de la zona infartada y los
cambios en el patron de expresion de proteinas como iNOS y nox-2,
inducidas por la isquemia cardiaca (Annapurna et al., 2009; Brookes et
al., 2002; Punithavathi et al., 2009; Wan et al., 2009). La mayoria de los
trabajos asocian el efecto protector sobre el corazon a los efectos
antioxidantes de la quercetina, siendo esta capacidad para proteger al
NO por parte de los flavonoides, crucial en la prevencion del dano

isquémico.

3.6. Biodisponibilidad de los flavonoides.

La biodisponibilidad, desde el punto de vista nutricional, se define
como la cantidad de un nutriente que se absorbe y metaboliza en una
forma biologicamente activa, disponible para el organismo (Jackson et
al., 1997). En el caso de los polifenoles, el concepto de biodisponibilidad
cobra gran importancia, dado que no siempre los polifenoles mas
abundantes son los mas activos en el organismo, ya sea por una menor
actividad intrinseca, por una absorcion baja a nivel de intestino, o por
ser altamente metabolizados o excretados, siendo por tanto esencial, la
realizacion de estudios de biodisponibilidad in vivo en el organismo

humano (Quiniones et al., 2012).

A pesar que en las ultimas décadas se ha producido un gran
avance sobre el conocimiento de la farmacocinética de los flavonoides,
hoy en dia, no sabemos con certeza los procesos que sufren desde que
se administran hasta que alcanzan el lugar de accion asi como las
consecuencias en su actividad biolégica, siendo objeto todavia de

discusion cientifica.
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Los primeros estudios en seres humanos, sobre Ila
farmacocinética de los flavonoides (Gugler et al., 1975), encontraron que
la absorcion oral de la quercetina era minima, y tampoco consiguieron
detectar concentraciones cuantificables en plasma u orina con las
técnicas analiticas disponibles en aquel momento, concluyendo por
tanto, que la administracion de flavonoides carecia de interés biologico.
Estudios posteriores, confirmaron que la absorcion era solo parcial y
que las concentraciones de quercetina como aglicona eran indetectables
en el plasma (Day et al.,, 2001). Paradojicamente, a pesar de estos
resultados, un gran numero de estudios en humanos y animales
demostraban que la administracion oral de quercetina ejercia efectos
biologicos sistémicos claros (Pérez- Vizcaino et al.,, 2010; Williamson et

al., 2005).

La mayoria de los estudios in vitro, realizados para evaluar la
actividad biologica de los flavonoides, se han llevado a cabo empleando
agliconas o formas glicosiladas de los compuestos, tal y como se
encuentran en los alimentos. Sin embargo, este tipo de derivados, como
ya se ha comentado anteriormente, raramente se encuentran como
tales en concentraciones biologicamente significativas en sus sitios de
accion. No fue hasta la década pasada cuando se evidencia que, aunque
la quercetina estaba ausente en el plasma como una aglicona, si se
encontraba presente en cantidades considerables en tejidos, junto con
cantidades variables de metabolitos conjugados con acido glucuroénico o
sulfato (O'Leary et al., 2001). En contraste con las agliconas (Pérez-
Vizcaino et al., 2002), los metabolitos glucuronizados y sulfatados
carecen de efecto vasodilatador agudo directo en arterias aisladas y
tienen s6lo un efecto parcial en la prevencion de la disfuncion endotelial
aguda (Lodi et al., 2009). Por lo tanto, la sugerencia de que los
metabolitos conjugados son las formas activas responsables de los
efectos biologicos in vivo sigue sin estar totalmente demostrada en la
actualidad. De ahi que existan discrepancias entre los efectos descritos

para los flavonoides in vitro y su papel in vivo.
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Los experimentos en sistemas in vitro y con cultivos celulares
deben tener en cuenta la absorcion y biodisponibilidad de los distintos
flavonoides para su adecuada realizacion e interpretacion (Kroon et al.,
2004). Pero s6lo ha sido en los ultimos anos, cuando se ha empezado a
comprender estos procesos en el organismo humano (Manach et al,
2005; Williamson et al., 2005). Es muy posible que, al menos en parte,
estas diferencias tan marcadas sean debidas a la metodologia analitica
empleada para la deteccion de la quercetina y sus metabolitos en
plasma, ya que requiere de técnicas analiticas especificas, como la
cromatografia liquida (HPLC-MS). Otro factor a tener en cuenta son las
diferencias en el tiempo elegido para la toma de muestras. Pero en
cualquier caso, es evidente que la biodisponibilidad puede variar en
funcion de la fuente de quercetina empleada, asi por ejemplo, para una
administracion equivalente a 100 mg de quercetina se obtienen niveles
plasmaticos de 0,3 pM, si se administra en forma de rutina
(thamnoglucosido de quercetina) y de alrededor de 7 pM, si se
administra en forma de 4’-glucosido de quercetina o tras consumo de

cebolla.

Trabajos recientes indican que incluso la respuesta biologica
puede variar de forma pronunciada, dependiendo de la forma de
administracion de la quercetina. Asi, tras la administracion de
quercetina (10 mg/Kg/dia) a ratas SHR mediante una sonda gastrica,
presenta un claro efecto antihipertensivo (Jalili et al; 2006). Sin
embargo, una dosis muy superior incluida en el pienso de los animales
(1,5 g por Kg de pienso, que equivaldria a mas de 120 mg/Kg/dia) no
produjo ningun efecto sobre la presion arterial o la funcion endotelial
(Jalili et al., 2006). Aunque no se realizo un estudio en detalle de
biodisponibilidad, los niveles plasmaticos de quercetina y metabolitos
conjugados alcanzados con la dieta enriquecida fueron elevados (~2pM).
En cambio, una dosis aun mas alta en la dieta (3 g por Kg de pienso) si
produjo un efecto sobre los niveles de o6xido nitrico en ratas

normotensas (Benito et al., 2002). Estos datos sugieren que la forma de
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administracion, en ausencia o asociada a alimentos, es un factor

determinante en la biodisponibilidad de la quercetina.

Ademas, parece muy posible que las distintas posologias afecten
de manera marcada a la actividad biolégica. Seria esperable que tras la
administracion de una dosis Unica mediante sonda gastrica se alcancen
niveles altos pero de manera transitoria, mientras que el suplemento de
la dieta produzca niveles plasmaticos mas sostenidos, pero que
paradgjicamente pudieran ser inefectivos. Asi, el descenso de presion
arterial producido por la quercetina se logra de forma paulatina,
alcanzandose los valores maximos tras 2-3 semanas de tratamiento y se
mantienen al menos durante 48 h después de la ultima administracion
(Fitzpatrick et al., 1993; Duarte et al., 2001b; Duarte et al., 2002) datos
que no concuerdan con los parametros farmacocinéticos conocidos. Una
posible explicacion para este hecho es que la quercetina produce
cambios en la expresion de los genes implicados en el control del tono
vascular, un proceso que tiene lugar de manera lenta y sostenida en el

tiempo.

A su vez, la biodisponibilidad de quercetina va a depender de la
naturaleza del azucar adjunto a ella y de los componentes de la matriz
de los alimentos. La quercetina aglicona, por su naturaleza lipofilica,
deberia ser mas biodisponible que sus glucosidos, ya que atravesarian
las membranas de los enterocitos mediante difusion, mientras que los
glucosidos requieren de hidrolisis preliminar o transporte activo para la
absorcion. Sin embargo, los estudios publicados en humanos muestran
que la quercetina en forma de aglicona es menos biodisponible que sus
glucosidos (Hollman et al., 1995). En estudios posteriores, como el
descrito por Wiczkowski en 2008, se compardé una dieta rica en
agliconas (piel seca de la chalota) con una fuente alimenticia rica en
glucosidos (carne de la chalota) presentando, curiosamente, un mayor
nivel plasmatico en el primer grupo. Por tanto, la matriz del alimento

constituiria un factor clave para la respuesta biologica de la quercetina.
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Por otro lado, la biodisponibilidad de la quercetina presenta una
alta variabilidad interindividual, influenciada por factores endoégenos,
como la actividad de la B-glucosidasa, determinante para la absorcion
intestinal de los glucosidos (Nemeth et al., 2003; Day et al., 2003; Guo et
al., 2015) y las variantes enzimaticas que catalizan las reacciones de
fase II intestinal y hepatica (Egert et al., 2008). Sin embargo, no hay
evidencia de que, factores como la edad o el sexo, afecten en dicha

biodisponibilidad (Guo et al., 20195).

Otro aspecto interesante son las posibles interacciones
farmacocinéticas de la quercetina con otros componentes de la dieta.
Asi, cuando se administran conjuntamente catequina y quercetina, se
produce una interaccion competitiva a nivel de la absorcion,
disminuyendo la biodisponibilidad de ambos flavonoides (Silberberg et
al., 2005). Este tipo de interaccion es particularmente frecuente que

coexista en una misma ingesta.

Por tanto, hoy en dia, aiin no se ha aclarado cual es la ingesta optima
de flavonoides, ya sea a partir de suplementos o formando parte de la
dieta, para ejercer un efecto beneficioso a nivel cardiovascular, dado
que la biodisponibilidad de éstos va a depender de una serie de factores
exogenos y endogenos (Terao, 2017), como son la forma de
administracion, la especificidad y actividad de los transportadores y de
las enzimas metabdlicas, la estabilidad de los flavonoides, su estructura
quimica y de si la molécula esta conjugada o no (Williamson et al.,

2000).
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Fig. 11. Farmacocinética general de los flavonoides: absorcion,

metabolismo y excrecion. (Modificado de Heiss et al., 2010).

3.6.1. Absorcion.

Los flavonoides son compuestos estables, capaces de resistir las
condiciones de procesado y cocinado de los alimentos asi como las
transformaciones que ocurren en el estomago e intestino delgado
durante la digestion. En los alimentos, la quercetina se puede encontrar
en forma de aglicona, de glicosido o incluso en ambas formas. La

estructura mayoritaria en la que se presenta, es unida a glicosido,
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principalmente glucosa o ramnosa, presentando una absorcion en torno
al 50% del total ingerido (Hollan et al, 1996). Los flavonoides
glicosilados hacen que la molécula sea mas hidrofilica y que tenga
mayor peso molecular, presentando menos capacidad de absorcion por
difusion pasiva, y requieren, por tanto, de transporte activo. Los
flavonoides glicosilados deben ser desconjugados en el intestino delgado
para ser conjugados posteriormente por enzimas intestinales (Setchell et
al., 2001).El producto de la reaccion de la desglicosilacion es una
aglicona que difunde a través de las células epiteliales intestinales.

En cuanto a las forma agliconas, la tasa de absorcion se
encuentra en torno al 25% (Hollman et al., 1996), mucho menor que las
formas glicosiladas, y se realiza por difusion pasiva en el intestino
grueso (Aherne et al., 2002).

Durante el proceso de absorcion, los flavonoides, sufren por tanto
diferentes modificaciones. El primer lugar donde se llevaria a cabo la
hidrolisis de las formas glicosiladas a agliconas seria en la boca, por
accion de la saliva, gracias a la actividad hidrolitica de las colonias
bacterianas y a las células epiteliales de la boca (Boots et al., 2007), sin
embargo, la hipotesis mas aceptada es que tras la ingestion llegan
intactos al estomago (Williamson et al., 2005), siendo el intestino
delgado el primer sitio donde tiene lugar la absorcion de los flavonoides
glicosilados. Para ello, sufren la desglicosilacion por la lactasa floricina
hidroxilasa (LPH) (Day et al., 2000) localizada en las microvellosidades
del intestino delgado, responsable a su vez de la hidrolisis de la lactosa.
El resultado de la desglicosilacion es una aglicona libre que difunde por

las células epiteliales por difusion pasiva o facilitada.

Otro mecanismo de absorcion es el mediado por el
contransportador intestinal glucosa sodio dependiente (SGTL1) que
transporta los flavonoides glicosilados al interior del enterocito (Olthof
et al.,, 2000) para su desglicosilacion mediante la - glucosidasa

citosolicas (CBG) (Day et al., 1998; Németh et al., 2003).
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Ademas, algunos glicosidos de flavonoides, incluyendo derivados
de quercetina, podrian ser absorbidos como tales (Hollman et al., 1996;

Graefe et al., 2001).

Estudios realizados en intestino de rata permitieron demostrar
que los diversos productos de desglicosilacion tenian vias de absorcion
diferentes. En el caso de quercetina-4’- glucésido, el 20% absorbido,
tenia lugar a través de la via mediada por SGLT1 y la - glucosidasa
citosolica, mientras que el 80% restante era absorbido a partir de la
LPH. Sin embargo, la quercetina- 3’- glucosido era absorbida en su

totalidad por la via de la LPH (Day et al., 2003).

Sin embargo, no todos los glicosidos de flavonoides son sustratos
potenciales de las B-glucosidasas del intestino delgado ya que, ademas,
existe una amplia variabilidad interindividual en la actividad de estas
enzimas, lo que hace que la tasa de absorcion en el intestino delgado
oscile considerablemente entre individuos. En general, una parte
sustancial de los flavonoles presentes en los alimentos y, en general, de
la mayoria de los flavonoides no va a ser desglicosilada en el intestino
delgado y llega inalterada al colon; asimismo, parte de los compuestos
absorbidos son vertidos nuevamente al tracto gastro-intestinal via
circulacion enterohepatica alcanzando, de este modo, el intestino

grueso (Scalbert et al., 2000; Scalbert et al., 2002).

Las Dbacterias de la flora intestinal humana tales como,
Bacteroides distanonsis, Bacteroides uniforms y Bacteroides ovatus,
poseen diversas actividades enzimaticas desconjugativas (B, D-
glucuronidasa, 3, D-glucosidasa o a, L-rhamnosidasa) (Macdonald et al.,
1983; Kim et al., 1998) lo que conduce a la liberacion de los aglicones de
los flavonoides desde sus glicosidos y glucuronidos (Aura et al., 2002).
Realmente, se absorbe una baja cantidad de quercetina, ya que los
aglicones liberados pueden ser, absorbidos en colon o continuar siendo
degradados a productos de menor tamano, entre los que se han

identificado diversos acidos benzoicos, fenilacéticos y fenilpropionicos,
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(Aura et al., 2002; Gonthier et al., 2003) que eventualmente podrian ser
también absorbidos y entrando en un ciclo enterohepatico que

incrementa la vida media de quercetina en la circulacion sanguinea.

3.6.2. Metabolismo.

La quercetina absorbida es metabolizada rapidamente mediante
metilacion y conjugacion con glucuronido y sulfato en los enterocitos y
adicionalmente en el higado (Day et al, 2000). Las enzimas
catalizadoras de las reacciones de fase II son la uridina 5’- difosfato
glucuronosil transferasa (UGT), la sulfotransferasa (SULT) y la catecol-
O-metiltransferasa (COMT), localizadas en las células epiteliales del
intestino delgado (Murota et al., 2003). Estos procesos de metilacion,
sulfatacion y glucuronidacion aumentan la hidrofilicidad del compuesto

facilitando su excrecion por via urinaria o biliar (Piskula, 2000).

Una vez en la circulacion sanguinea, la quercetina se une a la
albumina y es transportada hacia los diferentes organos (intestino

delgado, colon, higado y rinon) y tejidos.

Muchos de los metabolitos conjugados no entran al torrente
sanguineo, sino que vuelven al tracto intestinal debido a la accion de la
proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP, multi-

drug resistance protein (MRP-2- MPR-3)) (Walle et al., 2005).

Los metabolitos conjugados que son transportados al higado,
son metabolizados por reacciones hepato-enzimaticas de fase II. Las
reacciones de conjugacion descritas en el higado son: hidrolisis,
glucuronidacion, metilacion y sulfoconjugacion (Crespy et al, 1999;
Manach et al., 2005; O'Leary et al., 2003). Se ha observado que este
segundo proceso metabolico produce una gran variedad de metabolitos
conjugados a partir de los producidos en el intestino delgado y grueso
con o sin previa reconjugacion de éstos (Day et al., 1998; van de Woude

et al., 2004).
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El mecanismo por el cual quercetina accede al interior del
hepatocito no es bien conocido, si bien, algunos estudios indican que se
trata de un sistema de polipéptidos transportadores de aniones
organicos situado en la membrana basolateral de los hepatocitos (Cui et
al., 2001; Konig et al., 2000). Este sistema permite una acumulacion de
la quercetina en el interior celular donde alcanza concentraciones diez

veces superiores a las del medio extracelular (Boulton et al., 1999).

Los principales metabolitos detectados en sangre, después del
consumo de alimentos ricos en quercetina como la cebolla, son:
quercetina-3-glucuréonido, quercetina-3’-sulfato, y metilquercetina-3-
glucuronido. En total, se ha llegado a detectar en plasma humano,
unos 20 metabolitos distintos, sin embargo, no se hallé concentraciones
de aglicona (Day et al., 200I1). Estos metabolitos también se han
detectado en la orina humana después de la ingesta de alimentos ricos

en flavonoides (Hong et al., 2005; Mullen et al., 2004).

El sitio donde se va a llevar a cabo el metabolismo de los
flavonoides, va a venir determinado por la dosis empleada de éstos. Por
ejemplo, dosis elevadas de quercetina son metabolizadas
principalmente en el higado, mientras que dosis inferiores se
metabolizan en la mucosa intestinal, por lo que el higado juega un
papel secundario (Scalbert et al., 2000). También es destacable que la
concentracion plasmatica de los polifenoles, cuando se administran en
la dieta, es muy inferior a cuando se administran aislados. Estas
diferencias implican que, al igual que ocurre con otros farmacos,
pueden saturar el metabolismo y, como consecuencia, encontrarse en
forma no conjugadas en el plasma (Scalbert et al., 2000). Por otra parte,
los flavonoides presentes en la dieta no alcanzan concentraciones tan
elevadas para saturar el metabolismo y por tanto, las especies
circulantes estan mayoritariamente en su forma conjugada. La
recaptacion de los flavonoides presentes en la dieta facilita la

conjugacion en el intestino delgado. Por el contrario, dosis
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farmacologicas saturan las enzimas conjugantes del intestino delgado y
pasan en la forma no conjugada a la vena portal hepatica (O'Leary et al.,
2004).

Los metabolitos glucurono- y sulfo-conjugados producidos a
nivel hepatico se eliminan por la bilis a través de un sistema de
transporte dependiente de ATP situado en el dominio apical de las
células hepaticas (Jedlitschky et al., 1997; Konig et al., 1999; O'Leary et
al., 2003). Estos glucurono- y sulfo-conjugados excretados por via biliar
entran asi en un ciclo enterohepatico, como se ha observado en
estudios realizados en la preparacion de higado de ratas aislado y

perfundido (Middleton et al., 2000).

En cualquier caso, se ha descrito que la conjugacion puede
incluso servir para preservar a los flavonoides en los fluidos biologicos.
La vida media de una aglicona como quercetina en un medio de cultivo
es de 1 a 2 horas sin embargo, en humanos, la quercetina tiene una
vida media plasmatica relativamente larga, de 11 a 28 h (Williamson y
Manach,2005). Aunque se puede concluir que los conjugados tienen
propiedades cuantitativamente diferentes y generalmente son menos
activos biologicamente, en comparacion con los aglicones, sin embargo,
al igual que ocurre con otras sustancias (Monfardini et al., 1998), la
conjugacion permite estabilizar la quercetina en la sangre y actuar

como medio de liberacion a los tejidos (Williamson, 2004).

3.6.3. Distribucion.

Estudios realizados in vitro con plasma sanguineo humano
demostraron que tanto la quercetina como sus metabolitos se unen
ampliamente a proteinas plasmaticas (un 99% a concentraciones por
encima de 15pM/L) y éstos ultimos, principalmente a la albumina (Mc

Anlins et al., 1999). Se ha demostrado que la fuerza de la union
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covalente en los metabolitos conjugados es mucho menor que la que
une la quercetina aglicona con la albumina (Dufour et al., 2005). Esto
permite que los metabolitos conjugados se liberen mas facilmente de la

albuimina, adquiririendo la capacidad de unirse a los tejidos.

El efecto de la conjugacion es desconocido, pero probablemente
dependera de la posicion de la substitucion, y ya se demostré que la
parte catecol de la quercetina unida a albumina permanecia accesible a
agentes oxidantes, lo que sugiere que la quercetina podria ejercer sus
efectos antioxidantes incluso unida a proteinas plasmaticas (Dangles et

al., 1999).

Después de una ingesta rica en flavonoides, se ha observado un
incremento transitorio de los metabolitos de quercetina en plasma
humano llegando a alcanzar valores concentracion en el rango
micromolar (Hollman et al.,, 1995), disminuyendo gradualmente hasta
hacerse practicamente indetectable en menos de 8 horas (Manach et

al., 1997).

Las concentraciones plasmaticas obtenidas con quercetina son
muy variables dependiendo de los estudios. Las concentraciones medias
para quercetina, tras una noche de ayuno, fueron de unos 50-80 nM/L,
y los valores fueron incluso mas bajos en voluntarios sanos tras una
dieta pobre en polifenoles (Erlund et al., 2002). Después de 6 semanas
de suplementacion con rutina 500 mg/d se detecté un ligero aumento
de la concentracion basal (165 nM / L) (Boyle et al.,, 2000). En otros
estudios, la concentracion en plasma alcanzé 1,5 pM/L tras 28 dias de
suplementacion con una alta dosis de quercetina (mas de 1 g/dia)
(Conquer et al., 1998), 0,63 nM/L tras la suplementacion con 80
mg/dia de quercetina durante lsemana (Moon et al, 2000), y
concentraciones en torno ~ 0.75-1.5 pM /L tras una dosis de 50 mg
(Manach et al., 2005). En el trabajo comparativo de 97 estudios de
biodisponibilidad de polifenoles en humanos (Manach et al.,, 2005), se

determindé que la concentracion maxima media en plasma para los
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glucosidos de quercetina era de 1,46 = 0,45 pM/L. Cabe senalar que
hay una gran variacion interindividual, ya que unas personas pueden
absorber mejor que otras, posiblemente debido a polimorfismos de las

enzimas intestinales o los transportadores.

En los ultimos anos, es objeto de discusion la determinacion de
la biodisponibilidad de los polifenoles y sus metabolitos en los tejidos,
ya que parece ser mucho mas importante que el conocimiento de sus
concentraciones plasmaticas, pero los datos son muy escasos, incluso

en animales.

A través de polifenoles marcados radiactivamente, se ha
determinado que después de la administracion en una unica dosis a
ratas o ratones, estos compuestos se encuentran distribuidos por
sangre y tejidos del sistema digestivo, como estémago, intestino e
higado de 1 a 6 horas (Mullen et al., 2002; Ueno et al., 1983), ademas de
detectarse en otros tejidos, como cerebro, células endoteliales, corazon,
rinones, pancreas y huesos (Youdim et al., 2000; Chang et al., 2000; Kim
et al., 2000). Las concentraciones en estos tejidos fueron de 30 a 3000
ng de aglicona/g de tejido, dependiendo de la dosis administrada y el
tejido considerado. Cabe destacar, en cuanto a este tema, que algunos
tejidos son capaces de incorporar polifenoles mediante mecanismos
especificos, como es el caso del endotelio, uno de los principales
lugares de accion de los flavonoides, donde se ha evidenciado un
sistema de transporte activo en las células endoteliales aorticas para la
entrada de flavonoides (Schramm et al., 1999). Sin embargo, Mullen et
al. en 2008, administraron mediante sonda nasogastrica, quercetina-4’-
glucosido marcado con 14-C a ratas (4 mg por kg de peso corporal) y
observaron muy poca radioactividad en todos los tejidos del organismo
salvo en el tracto gastrointestinal. En base a estos hallazgos, los autores
concluyeron que la mayor parte del flavonoide ingerido era convertido
en acidos fenolicos antes de la absorcion en el organismo, y que su

acumulacion en los tejidos era, por tanto, cuestionable. Estos
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resultados contradictorios indican que el grado de acumulacion en los
tejidos del organismo es totalmente dependiente de la cantidad y de la

via de administracion empleada.

Por tanto, la naturaleza de los metabolitos en los tejidos podria
ser distinta de los encontrados en sangre, debido a la entrada o
eliminacion especifica tisular de algunos metabolitos o a un
metabolismo intracelular. Aunque hay pocos estudios al respecto
(Maubach et al., 2003; Hong et al, 2002), estos indican que las
concentraciones plasmaticas de flavonoides no estan directamente
relacionadas con las concentraciones de éstos en los tejidos diana, y
que la distribucion entre sangre y tejidos también varia dependiendo de

los polifenoles tratados.

Una caracteristica de la biodisponibilidad de quercetina que la
diferencia de la mayoria de los flavonoides, es que la eliminacion de sus
metabolitos es muy lenta, con una vida media de entre 11-28 horas
(Graefe et al.,, 2001, Williamson y Manach, 2005), lo que favorece su
acumulacion en plasma y tejidos tras dosis repetidas o un consumo

frecuente de frutas y verduras, alargando la duracion de sus efectos.

3.6.4. Excrecion.

Los polifenoles pueden ser excretados por la via urinaria, o por
la biliar, en el caso de los metabolitos mas grandes o extensamente
conjugados, dependiendo del tipo de polifenol. La excrecion biliar de
estos compuestos en humanos no se ha examinado, por lo que los datos
que disponemos, son los obtenidos en animales de laboratorio. Para
quercetina y sus glucosidos la excrecion urinaria es del 0.3-1.4% de la
dosis ingerida (Graefe et al, 2001), o 2.5+1.2%, segun el resultado

global de los 97 estudios sobre biodisponibilidad de flavonoides
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(Manach et al., 2005). Estos bajos valores indican una importante

excrecion biliar lo que concuerda con su intenso metabolismo.

Los metabolitos tienen semividas de eliminacion de
aproximadamente 17-25 h (Hollman, 1997a; Hollman et al., 1998;
Hollman et al., 1996) gracias al establecimiento del ciclo enterohepatico
(OLeary et al.,, 2003). La prolongada permanencia en plasma de los
metabolitos permite que su consumo repetido tenga un efecto
acumulativo sobre las concentraciones plasmaticas (Hollman, 1997a;
Hollman et al., 1998; Hollman et al., 1996). En voluntarios sanos a los
que se administraba un suplemento de flavonoides, mayoritariamente
quercetina (2g/dia) durante 28 dias, las concentraciones plasmaticas de
flavonoides se elevaron hasta 1,5 pM (Conquer et al.,, 1998). Estas
concentraciones son similares a las concentraciones
farmacologicamente activas, capaces de inhibir distintos sistemas

enzimaticos.

En general, la excrecion renal no es una via importante para la
excrecion de los flavonoides intactos (Choudhury et al, 1999) y el
contenido de la orina de los flavonoides no se puede utilizar como un

marcador biologico de la biodisponibilidad o la ingesta alimentaria.

3.6.5. Propiedades de los metabolitos conjugados.

La diversidad de efectos biologicos de los flavonoides ha sido
demostrada en numerosos estudios epidemioldgicos, sin embargo, la
informacion sobre las propiedades de sus metabolitos conjugados,
actualmente es escasa. En los ultimos anos, ha ido aumentando el
interés por el estudio de estos metabolitos y su actividad biologica a
raiz de las dudas planteadas, dada la discordancia de resultados
entre los efectos descritos para los flavonoides in vitro y su papel in vivo

(Kay, 2010).
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Los principales metabolitos conjugados de quercetina en plasma
humano, como se ha descrito en apartados anteriores, son quercetin-3-
glucuronido, quercetin-3'-sulfato, isorhamnetina-3-glucuronido,
acompanados por cantidades menores de los 4'-glucuronidos de
quercetina e isorhamnetina (Németh et al., 2003; DuPont et al., 2002;
Scalbert et al, 2000;Manach et al, 1993; Day et al, 2001I).La
isorhamnetina podria ser importante para explicar algunos de los
efectos asociados a la ingestion de quercetina, ya que la misma
presenta una semivida mas prolongada y una mayor potencia
vasodilatadora a nivel de las arterias de resistencia (Pérez- Vizcaino et
al., 2002). Sin embargo, las formas libres de quercetina e isorhamnetina
apenas son detectadas en plasma, lo que hace suponer que los
metabolitos conjugados deben jugar un papel determinante en los

posibles efectos beneficiosos.

Se ha comprobado que algunos de los metabolitos también
poseen actividad antioxidante, al actuar como captadores de radicales
libres y ser capaces de inhibir fuentes enzimaticas como la
xantinosidasa (Duarte et al., 1993;Williamson et al., 1996; Plumb et al.,
1997), siendo determinante el tipo de metabolito conjugado circulante

para explicar la actividad biolégica.

Se ha descrito que el quercetin-3- glucuréonido previene la
hipertrofia de las CMLV inducida por la Angiotensina II al inhibir la
actividad de la JNK y (Yoshizumi et al., 2002) ademas, también inhibe la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) a altas
concentraciones (Moon et al., 2001).En los ultimos anos, se han
estudiado los efectos a nivel vascular de quercetin-3-glucuronido,
quercetin-3'-sulfato, isorhamnetin-3-glucuronido 'y  quercetin-4'-
glucuronido, observandose que, al contrario que la quercetina y la
isorhamnetina, los metabolitos de la quercetina conjugados con
glucuronido o sulfato carecen de efecto vasodilatador directo. Ademas,

estos metabolitos tampoco sufren procesos de auto-oxidacion, no
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generan radicales libres y no inhiben la actividad biolégica de NO. Sin
embargo, son capaces de inhibir la actividad de la NAD(P)H oxidasa y
captar radicales superoxido. Por ello, en una situacion de disfuncion
endotelial inducida in vitro por un inhibidor de la superoxidodismutasa
o por activacion de la NAD(P)H oxidasa con NADPH, estos metabolitos
protegieron la actividad biolégica del NO y revirtieron la disfuncion
endotelial. Estos datos indican que los metabolitos de la quercetina
podrian ser los responsables de la actividad protectora de la quercetina
sobre la funcion endotelial y la presion arterial cuando se administra in
vivo. Por otra parte, es también posible que los metabolitos presentes en
plasma no sean representativos de los compuestos a nivel intracelular,
ya que las formas libres se acumulan en membranas biologicas y sus

concentraciones son muy superiores a nivel intra que extracelular.
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Justificacién y Objetivos

1. Justificacion e hipotesis de estudio.

Los flavonoides comprenden un amplio grupo de compuestos
polifenodlicos presentes en alimentos de origen vegetal, principalmente
frutas y verduras, que incluyen varias subclases, tales como: flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanoles, antocianidinas, isoflavonas,
dihidroflavonoles y chalconas (Heim et al., 2002). Entre ellos, la
quercetina es el flavonol mas abundante de la dieta y ampliamente

distribuido en la naturaleza.

Son numerosos los estudios epidemiolégicos que han encontrado
una asociacion inversa entre la ingesta de flavonoides y el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas e
incluso, neoplasias (Huxley et al., 2003, Woo et al, 2013), lo que
explicaria, al menos en parte, los efectos saludables de la fruta y
verdura. El efecto beneficioso de los flavonoles sobre las enfermedades
cardiovasculares ha sido demostrado tanto en estudios en animales
como en ensayos clinicos a corto plazo (Willianson et al., 2005; Pérez-
Vizcaino et al., 2010). Uno de los principales mecanismos por lo que los
flavonoles pueden reducir el riesgo cardiovascular es a través de su
efecto vasodilatador y antihipertensivo (Duarte et al., 1993; Larson et al.,
2012). Esto podria tener un gran impacto en la mortalidad y la
morbilidad global, ya que en 2010 se estim6 que la presion arterial
elevada era el factor de riesgo mas importante, mientras que una dieta
baja en frutas estaba dentro de los cuatro primeros factores de riesgo
comportamentales para la carga global de la enfermedad (Lim et al,
2012). Se ha demostrado que la quercetina reduce la presion arterial
tanto en ratas como en humanos hipertensos, sin embargo no modifica
las cifras de tension arterial en sujetos normotensos, efecto que parece
ser independiente de la funcion endotelial o de la actividad de la enzima

convertidora de la angiotensina.
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La quercetina, ademas, induce vasodilatacion arterial en arterias
aisladas de varias especies animales (Duarte et al., 1993; Ibarra et al.,
2002), pero no tenemos conocimiento que, los efectos sobre el tono

arterial humano, hayan sido probados hasta ahora, in vitro o in vivo.

La quercetina puede administrarse por via oral en sus formas
glicosiladas, ya que estan regularmente presentes en los alimentos o
como una aglicona en suplementos nutricionales (Ibarra et al., 2002).
Los principales metabolitos de la quercetina en plasma humano son
quercetina-3-0O-glucuronido (Q3GA), quercetina-3-O-sulfato e
isorhamnetina-3-O-glucuronido (3-metil-quercetina-3-O-glucuronido).
Se han detectado minimas concentraciones de aglicona libre en
plasma o en orina (Day et al, 2001). Sin embargo, el tiempo
transcurrido para detectar los efectos biolégicos de la quercetina, no se
correlaciona con la presencia en plasma de estos metabolitos. De hecho,
estos metabolitos son normalmente menos activos que la aglicona e
incluso, a menudo, son totalmente inactivos cuando son analizados in
vitro durante periodos cortos de tiempo (Lodi et al., 2009). Sin embargo,
los metabolitos glucurono-conjugados de quercetina pueden ser
hidrolizados por la B-glucuronidasa en varios tejidos, liberando la
aglicona que se acumula intracelularmente(O’Leary et al., 2001; Terao
et al., 2011). Por lo tanto, en periodos de tiempo mas largos de 1-2 h,
Q3GA induce vasodilatacion in vitro (Menéndez et al., 2011) y reduce la
presion arterial in vivo (Galindo et al., 2012) y ambos efectos pueden
prevenirse mediante la inhibicion de la B-glucuronidasa. De este modo,
la conjugacion es un proceso reversible y, al menos en lo que respecta a
los efectos vasodilatadores y antihipertensivos en animales de
laboratorio, el ciclo de conjugacion-desconjugacion parece ser un

requisito absoluto (Pérez Vizcaino et al., 2014).

Por todo lo expuesto, planteamos como hipoétesis general de esta
Tesis Doctoral, si la administracion de quercetina oral induce

vasodilatacion en arterias humanas, como se ha demostrado en
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animales de experimentacion, y si dichos efectos podrian estar

relacionados con la desconjugacion de Q3GA.

2. Objetivos:

2.1. Objetivo general:

» Determinar si la administracion aguda de quercetina induce un

efecto vasodilatador en arterias humanas tanto in vitro como in

Vivo.

2.2. Objetivos especificos:

» Determinar si los efectos obtenidos tras la administraciéon oral de
quercetina son dosis-dependientes y si se correlacionan en el

tiempo con la presencia de los metabolitos en plasma.

» Analizar si dichos efectos podrian estar relacionados con la
desconjugacion de los metabolitos y la actividad de la pB-

glucuronidasa.

» Analizar el efecto sobre la presion arterial tras la administracion

de quercetina oral.

Pagina 72



MATERIAL Y METODOS.



Material y Métodos

1. Estudio de la funcion endotelial in vivo.

1.1 Seleccion de los sujetos:

En el estudio participaron diecisiete voluntarios, incluidos
hombres y mujeres, con edades comprendidas entre los 18 y 41 anos.
Antes de iniciar el estudio, todos los participantes firmaron el
consentimiento informado por escrito y se les dio las instrucciones

pertinentes para una correcta toma de las muestras.

Se recogieron las caracteristicas socio-demograficas, se les realizo
una historia clinica completa, para descartar patologia cronica o
cardiovascular evidente, y se les interrogd sobre el tipo de dieta que
realizaban, ademas de realizarle una exploracion fisica general donde se
les tomo la presion arterial, frecuencia cardiaca, asi como el pesoy la

talla.

a) Criterios de inclusion:

- Sujetos sanos con edad mayor de 18 anos.

b) Criterios de exclusion:

-  Fumadores.

- Ingesta de alcohol > 20g/d.

- Ingesta de suplementos vitaminicos y/o antioxidantes.

- Diabetes mellitus.

- Hipertension arterial.

- Dislipemia.

-  Enfermedad hepatica.

- Enfermedad inflamatoria gastrointestinal.

- Enfermedad cardiovascular (cardiopatia isquémica, accidente

cerebrovascular o vasculopatia periférica).
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- Enfermedad renal cronica.

- Neoplasia.

- Intervencion quirurgica reciente.
- Hiperhomocisteinemia.

-  Embarazo.

A todos los sujetos se les recomendo que no tomaran alimentos
ricos en flavonoides, de una lista proporcionada en la que se incluia el
té, el vino, los zumos de fruta, el cacao y el alcohol, 48 horas antes de
cada intervencion. Tampoco debian realizar ejercicio fisico intenso unas

24 horas antes.

1.2. Tipo de estudio:

Se realiza un ensayo clinico de asignacion aleatoria, cruzado,
doble ciego controlado con placebo. La eleccion de un disenio cruzado
nos permite aumentar la sensibilidad del experimento ya que cada
sujeto es control de si mismo, la comparacion intrasujeto es mas
sensible que la comparacion intersujeto, y es necesario un numero

menor de pacientes para alcanzar el poder estadistico requerido.

1.3. Descripcion del tratamiento.

El tratamiento suministrado, quercetina o placebo, fue elaborado

en el servicio de Farmacia del Hospital Virgen de las Nieves de Granada.
¢ Quercetina aglicona: Se administraron capsulas de 200 mg y 400

mg.

¢ Placebo: capsula con almidon de arroz envasada de igual forma

que la quercetina, indistinguibles por su aspecto externo.
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La razon de elegir las dosis de 200 y 400 mg viene motivada por
constituir una cantidad elevada de flavonoides, similar a la ingesta de
alimentos ricos en estos polifenoles sin embargo, estas dosis son
inferiores a la mayoria de los suplementos alimenticios, ya que

generalmente son de 1g/dia.

Todas las capsulas se suministraron por via oral con, al menos,

medio vaso de agua, y tragadas enteras, sin abrir ni masticar.

1.4. Diseno del estudio:

Durante la primera visita, una vez entrevistados y realizada la
exploracion fisica, se procedi6 a la toma de muestras de sangre y orina
como control basal. Posteriormente, cada sujeto recibié 300 ml de
agua y una capsula, en toma unica, de quercetina de 200 mg,
quercetina de 400 mg o placebo, que debia ser tragada entera. Los
sujetos recibieron cada uno de los tres tratamientos de forma aleatoria,
separada cada visita con intervalo de una semana, siempre el mismo
dia de la semana y a la misma hora del dia (entre las 8 y las 10 horas
de la manana). A las 2 horas del tratamiento, se les volvid a repetir la
extraccion sanguinea y pasadas S horas del mismo, se les tom6 una
nueva muestra de orina. Elegimos tomar la muestra de plasma a las
dos horas post-tratamiento en base a los resultados obtenidos en
diferentes estudios realizados en voluntarios sanos, donde se
observaron concentraciones plasmaticas maximas, entre 60-360 min,
tras la ingesta de quercetina aglicona ( Erlund et al., 2000; Egert et al.,

2008; Larson et al., 2012).

Ninguno de los sujetos presenté efectos adversos después de la

administracion de quercetina o placebo.

Pagina 76



Material y Métodos

1.5. Variables:

Se recogieron variables clinicas y de laboratorio con

determinaciones bioquimicas y hematologicas.

1.5.1. Variables clinicas:
Las variables clinicas recogidas fueron:
- Edad ( anos)
- Sexo ( hombre/ mujer)
- Talla (m)
- Peso (Kg)
- Frecuencia cardiaca (latidos por minuto)

- Indice de masa corporal (IMC), calculado con la férmula:

IMC= Peso(kg)
Altura (m2)
- Tension arterial sistélica ( mmHg)

- Tension arterial diastolica ( mmHg)

1.5.2.Variables bioquimicas:

Recogidas en el momento basal, previa a la administracion de

quercetina o placebo, con los siguientes rangos de laboratorio.
- Acido urico (2.3-6.1 mg/dL)
- Creatinina ( 0.51-0.95 mg/dL)
- Urea ( 17-43 mg/dL)

- Colesterol total ( 140-200 mg/dL)
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Colesterol HDL (40-60 mg/ dL)

Colesterol LDL (10-130 mg/ dL)
Triglicéridos (89-150 mg / dL)

Bilirrubina total (0.3-1.2 mg/dL)

Aspartamo transaminasa (GOT) (10-35 U/L)
Alanina transaminasa (GPT) (7-34 U/ L)
Gamma glutamiltransferasa (GGT) (1-38 U/ L)
Fosfatasa alcalina (30-120 U/ L)

Sodio (136-146 mEq/L)

Potasio (3.5-5.1 mEq/L)

Magnesio (2.3-4.5 mg/dL)

Calcio (8.8-10.6 mg/dL)

Fosforo (2.3-4.5 mg/dL)

Creatina quinasa (CPK) (0-145 U/L)

Lactato deshidrogenasa (LDH) (0-247 U/L)
Homocisteina (4.4-10.8 pmol/L)

Cistatina C (0.5-1.1 mg/dL)

Filtrado glomerular calculado estimado por formula MDRD-4.

Resultado en ml/ min/ 1.73 m? (KDIGO 2012)

> 60 Calculo inexacto, compatible con normalidad, grado 1 o 2 si

persiste mas de 3 meses

45-59 Indicativo de ERC ligera a moderada ( G3a)
30-44 Indicativo de ERC moderada a grave ( G3b)

15-29 Indicativo de ERC grave ( G4)
< 15 Indicativo de ERC con fallo renal ( G5)
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1.5.3. Variables hematolégicas:

Recogidas en el momento basal, previa a la administracion de

quercetina o placebo, con los siguientes rangos de laboratorio.

Hematies (3.9-5.2 x 106/ nL)

- Hemoglobina (12-15.6 g/ dL)

-  Hematocrito (35.-45.5%)

- Leucocitos (3.9-10.2 x103/ pL)
- Neutrofilos (42-77%)

- Linfocitos (20-44%)

- Plaquetas (130-370 x103/ puL)

1.6. Medicion del diametro y flujo de la arteria braquial.

A todos los sujetos se le realizé6 medicion del diametro y flujo de
la arteria braquial. Ambas mediciones fueron registradas en el momento

basal, a las dos horas y cinco horas post-tratamiento.

Antes de proceder a la medicion del flujo arterial, los
participantes permanecieron en reposo en la camilla de exploracion en
posicion supina, durante unos 10- 15 minutos, con el brazo derecho en
supinacion, extendido y abducido unos 60°, donde se fija.
Posteriormente, se coloca un manguito de presion arterial de 15 cm en
dicho brazo, proximal a la flexura, pero distal a la colocacion de la
sonda del ultrasonido en la arteria braquial, situada justo por encima
del pliegue del codo, en una seccion longitudinal con marcaje cutaneo y
siguiendo referencias anatomicas para garantizar la misma seccion en
las posteriores mediciones. Se procede a la captura de una imagen en

reposo, una vez obtenida la imagen mas clara de las capas intimales
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anterior y posterior, que se almacena en el equipo. A continuacion, se
aplica la isquemia, tras hinchado del manguito a una presion
suprasistolica durante cinco minutos. Pasado un minuto tras la
liberacion de la isquemia, se obtendra la captura de la segunda imagen.
Todas las mediciones se realizaron por el mismo observador, entrenado
previamente para ello, con objeto de evitar la variabilidad inter-
observador. La visualizacion de las imagenes ecograficas se realizé en
modo B y el diametro arterial se analiz6 de forma diferida tras medicion
automatica de los bordes (Sonosite, Titan, transductor lineal de 7,0
MHz).El flujo sanguineo de la arteria braquial se calcul6 utilizando la
féormula del flujo sanguineo = Velocidad media n (diametro arterial / 2)2

x 60 (software Logic7).

INVERT AC 60

A B

Fig. 12. A. Disposicion requerida para la mediciéon de flujo braquial. B.
Imagen ecogrdfica de la arteria humeral utilizada para medir la velocidad
del flujo.
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1.7. Medicion de la presion arterial.

Para la toma de la presion arterial se siguieron las recomendaciones
de la Organizacion Mundial de la Salud. Para ello, el participante debia
estar comodamente sentado en una silla con respaldo que sostenga la
espalda, con los pies firmes sobre el suelo, sin cruzarlos y colocando el
brazo sobre una mesa, en una ambiente relajado y calido. Se realizaron
tres mediciones repetidas de presion arterial con un esfigmomanémetro
automatico (Omron, Espafa) , dejando 1-2 minutos entre medida y
medida, tomada en en el brazo izquierdo con la palma de la mano hacia
arriba, 1-2 cm por encima del flexura del codo, de forma que el centro
del brazalete quedara a nivel del corazon. Este proceso se repitio tanto
en el momento basal, a las dos horas como a las cinco horas post-

tratamiento.

1.8. Analisis plasmatico de quercetina y metabolitos.

Las muestras plasmaticas (300 pulL) extraidas fueron
suplementadas con acido ascorbico (30 pL de una soluciéon acuosa 10
mM) y apigenina 7-O-glucésido (40 puL de solucion 10 pM al 50 % de
acetonitrilo en agua) como patréon interno, y analizadas como se
describe (Galindo et al., 2012). De forma breve, las muestras fueron
tratadas con acetonitrilo/acido acético 0,5 M (80:20, v/v) durante 30
minutos a 26°C en un bano de ultrasonidos y luego centrifugadas
durante 3 minutos a 3500g. Se recogio el sobrenadante y el precipitado
fue sometido a un proceso similar de extraccion con acetonitrilo otras
dos veces después de sonicacion (20 segundos + 20 segundos) usando
un disruptor celular ultrasonico Microson™ (New York, Estados
Unidos), mantenido en un bafno de hielo. Los tres sobrenadantes se
combinaron y se secaron posteriormente en un concentrador centrifugo

micVac (GeneVac, Ipswich, Reino Unido). El residuo se disolvio en 120
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pL de acetonitrilo/agua (30:70, v/v) y se centrifugd (5 minutos, 3500g)

antes de ser inyectado (80 pL) en el cromatografo.

Plasma (300 uL)

v

40 pL de solucién de Pl (apigenina-7-0-glucdsido 10 um)
30 pL de solucién de dcido ascédrbico 10 mM

500 L de acetonitrilo : acido acético 0.5 M (80:20)

Bafio de ultrasonidos 30 min

Centrifugar (5 min, 10.000 rpm) ——————3 sobrenadante

precipitade

N

4

500 L de Acetonitrilo
Sonicar 205+ 205
Ultrasonidos 30 min

Centrifugar { 5 min, 10.000 rpm) ——— > sobrenadante

precipitado

¥

y

500 L de Acetonitrilo
Sonicar 20s+20s
Ultrasonidos 30 min

Centrifugar { 5 min, 10.000 rppm} —————> sobrenadante

|

Precipitado Se juntan los 3 sobrenadantes
Se desecha J’

Se lleva a sequedad en speed Vac

Se redisuelve en 120 pL de ACN:H,0 (30:70)
Centrifugar e inyectar 80 uL en HPLC-MS

1.8.1. Analisis por HPLC-DAD-ESI/MS.

Se utiliz6 un cromatografo Hewlett-Packard 1100 (Agilent

Technologies, Waldbronn, Alemania) con una bomba cuaternaria y un

detector de matriz de diodo (DAD) acoplado a una estacion de

procesamiento de datos, HP Chem Station (rev.A.05.04). Se utilizo una

columna Ascentis™ RP-Amida de 3 ym (2,1 x 150 mm) termostatada a

30°C. Los disolventes utilizados fueron: (A) acido formico al 0,1%, y (B)

acetonitrilo. Se establecié6 un gradiente de elucion de 15% a 50% de B

durante 15 min, 50% de B isocratico durante 10 min, de 50% a 75% de

B durante 3 min, 75% de B isocratico durante 10 min, y re-equilibrado

de la columna, a un caudal constante de 0,2 ml/min. La doble
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deteccion online se llevd a cabo en el DAD utilizando 370 nm como
longitud de onda prefijada y un espectrometro de masas (MS) conectado
al sistema HPLC a través de la célula de salida del DAD. La deteccion de
MS se realizo en un API 3200 Qtrap (Applied Biosystems, Darmstadt,
Alemania) equipado con una fuente ESI y analizador de masas de
trampa de ion de triple cuadrupolo que fue controlado por el software
Analyst 5.1. El aire a cero grados sirvio como gas del nebulizador (30
psi) y el gas turbo para secado del solvente (400 °C, 40 psi). El nitrégeno
sirvié como cortina (20 psi) y gas de colision (medio). Los cuadrupolos
se ajustaron como unidad de resolucion. El voltaje de pulverizacion
idnica se ajusto a -4500 V en el modo negativo. El analisis del ion
precursor se empled para detectar todos los iones precursores que se
fragmentan de un producto comun idénico (p.e., m/z 301 corresponde a
quercetina). Los ajustes de método utilizados fueron: potencial de
descomposicion (DP) -40 V, potencial de entrada (EP) -10 V, energia de
colision (CE) -50 V y potencial de salida de la célula -3 V. Con el fin de
obtener el patron de fragmentacion del ion o iones primarios, también
se realizo el modo de ion de producto mejorado utilizando los siguientes
parametros: DP -50 V, EP-6 V, CE -25 V y dispersion de energia de
colision O V. La determinacion cuantitativa de la quercetina y de los
metabolitos conjugados se realizo a partir de sus picos cromatograficos
a 370 nm en comparacion con las curvas de calibracion de los
compuestos estandar ya sean comerciales (quercetina e isorhamnetina)
u obtenidos en el laboratorio (metabolitos conjugados) (Duenas et al.,
2012) (Fig 13). El analisis con espectrometro de masas se utilizo para
confirmar la identidad de los metabolitos de quercetina detectados (Fig

14).
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Espectros Uv-vis

Quercetina 3-0-glucuronido

355nm

T
250

T T T T
300 350 400 450

Quercetina

372nm

T
250

T T T T T T
300 350 400 450 500 S50 nm

|sorhamnetina glucurcnido

354 nm

T T
500 850 nm

Isorhamnetina

Fig. 13. Espectro ultravioleta (UV) visible de quercetina y sus
metabolitos plasmaticos.

Espectros de masas

Muestra 13-5, pico min 16.1 (quercetina 3-glucurénido)

-EMS: Exp 1, 16.115 min from Sample (13_5_B)

-EPI (477.21) Exp 2, 16.389 min from (13_5_B)

301.1
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Muestra 13-5, pico min 16.4 (Isorhamnetina glucurénido)
-EMS: Exp 1, 16.409 min from (13_5_B) -EPI (491.22) Exp 2, 16.426 min from Sample (13_5_B)
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Fig. 14. Espectro de masas de

isorhamnetina glucuronido.
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1.9. Determinacion de la actividad de la B —glucuronidasa.

La actividad de la B-glucuronidasa se midi6 por analisis
colorimétrico utilizando fenolftaleina mono-B-glucurénido como sustrato
(Maruti et al., 2008) Para ello, se incub6 el plasma (SOul) con
fenolftaleina-acido glucuronido 1 mM en fosfato sédico 0,1 mM como
tampoén, en un pH 4,5, durante 4 h a 37°C. A las 4 h, la reaccion se
detiene para anadir fosfato de sodio 0,1 M como tampoén a un pH 11.
Se utilizo6 un espectrofotometro (modelo 680XR, BIORAD, USA) para
monitorizar la intensidad del color amarillo resultante, que es
proporcional a la actividad - glucuronidasa. La actividad enzimatica se
obtuvo de la curva estandar y se expres6 como pg de fenolftaleina

liberada/mL de suero/h a 37-C.

1.10. Mediciones de glutation, nitritos y nitratos e isoprostanos.

La determinacion total de 8-iso-prostaglandina (iso-PG) F2ap fue
analizada en 50pl de orina, mediante un kit de inmunoensayo
enzimatico competitivo, segun las instrucciones del fabricante (Cayman

Chemical) y los resultados se expresaron como pg /mg de creatinina.

La cuantificacion de nitritos se realizo utilizando el método
descrito por Granger et al.,, en 1996. Este método requiere que los
nitratos presentes en la muestra, en nuestro caso, orina, sean
reducidos a nitratos, utilizando la enzima nitrato reductasa, para su
posterior determinacion espectrofotométrica mediante la reaccion de

Griess. Los resultados se expresaron como pmol/mg de creatinina.

La determinacion de glutation plasmatico total (GSH) se analizo

con el kit de ensayo GSH de Cayman, usando la glutation reductasa
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(Cayman Chemical, AnnArbor, MI) y los resultados se expresaron en

pM.

2. Contractilidad vascular in vitro.

Para completar nuestro estudio, analizamos los efectos de
quercetina aglicona in vitro, utilizando para ello vasos del cordon
umbilical humano, ya que éstos carecen de inervacion autonoma (Fox

et al., 1990).

Los cordones umbilicales se obtuvieron de gestaciones normales a
término, después del parto vaginal, previo consentimiento informado de
las madres donantes, y fueron sumergidos inmediatamente en una
solucion fria de Krebs. Todos los procedimientos que se realizaron
utilizando los cordones umbilicales fueron aprobados por el Comité de
Etica Del Hospital Clinico de Granada. A continuacion, se diseccionaron
las arterias umbilicales del cordon, diferenciando las arterias de las
venas mediante la inyeccion de un colorante inerte a nivel de las
arterias umbilicales, lo cual nos permitié una mas facil diseccion de los
vasos. Se cortaron en anillos (2-3 mm) que se sumergieron en un bano
de organos que contenia una solucion de Krebs la cual fue
continuamente aireada con carbogeno (95% de O2, 5% de CO2) a 37°C
para el registro de tension isométrica. A continuacion, los tejidos fueron
alargados hasta una tension de reposo de 2 g, por ser estas tensiones
las 6ptimas para investigar la maxima respuesta contractil a 40mM de
KCl, basadas en experimentos preliminares (Shukla et al., 2014).Una
vez equilibrados, los anillos se estimularon con U46619 0.1 uM,
analogo sintético del tromboxano A2, en ausencia o en presencia de
éster metilico de la N -nitro-L-arginina (L-NAME, 100 pM) anadido 30
minutos antes de la adicion de U46619, hasta que alcanzaron una
respuesta contractil en estado estacionario y los flavonoides o el
vehiculo (dimetilsulfoxido) fueron anadidos a la camara de manera

acumulativa. En algunos anillos, el endotelio se elimin6 frotando
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suavemente la superficie intimal con una pinza fina. La eliminacion del
endotelio se confirm6 en cada preparacion por la ausencia de relajacion
tras la infusion de acetilcolina (10-¢ M), vasodilatador dependiente de

endotelio.

3. Analisis estadistico.

Se ha realizado un analisis descriptivo de las principales variables
estudiadas. Para las variables cuantitativas se calculéo la media,
desviacion tipica, minimo y maximo. Las variables cualitativas se

expresaron mediante frecuencias absolutas y relativas.

El objetivo principal del estudio fue determinar el aumento en el
diametro arterial asociado a la ingesta de la quercetina aglicona. El
tamano de la muestra se calculé con una prueba de una cola usando
los siguientes parametros: significacion estadistica (a) de 0,05, un poder
estadistico (1- B) de 0,8, una diferencia clinicamente importante del
diametro arterial de un 20%, una desviacion estandar de 20% y una

tasa de abandono del 20%.

Para contrastar que el conjunto de los datos se ajustaba a la
normalidad se realizé6 la prueba de Shapiro-Wilk. Dado que no se
podia suponer que la mayoria de conjuntos de datos seguian una
distribucion normal, las diferencias entre grupos se evaluaron mediante
una prueba de Wilcoxon o para comparaciones multiples mediante una
prueba de Friedman seguida, en caso de significacion, por un test de
Dunn para comparaciones por parejas. Los experimentos realizados in
vitro en las arterias aisladas se expresaron como media + error
estandar de la media ( SEM) y la potencia de los flavonoides, es decir, la
concentracion que produce un 50% de vasodilatacion o ICS0, se calculo
a partir de la curva de concentracion-respuesta mediante un analisis de

regresion no lineal.
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4. Aprobacion por el Comité de Etica.

Este estudio se llevdo a cabo de acuerdo a las directrices
establecidas en la Declaracion de Helsinki y todos los procedimientos
que se realizaron a los participantes fueron aprobados por el Comité de
Etica Humana del Hospital Virgen de las Nieves en Granada. Se obtuvo

el consentimiento informado por escrito de todos los sujetos.
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1. Resultados del estudio in vivo.

1.1. Descripcion de la muestra.

En el estudio participaron diecisiete voluntarios sanos, de los
cuales, 10 son hombres (62.5%) y 6 mujeres (37.5%), con una edad
media 25.8+ 5.2 anos (rango 20-41). Uno de los participantes tuvo que
ser excluido, por recibir soé6lo una dosis de tratamiento y no finalizar el

estudio y otro, solo recibio placebo y 200 mg de quercetina.

Sexo

B Hombre
Mujer

Graf. 1. Distribucién de la muestra segin el sexo.

A todos los sujetos se les tomo la talla (talla media: 1.75+0.11m) y
el peso (peso medio: 74.61+£19.28 Kg) con objeto de calcular el indice de
masa corporal (IMC), siendo el IMC medio de 24+4.7 Kg/ m?2.
Atendiendo a la clasificacion del IMC, 11 voluntarios (68.75%) se
encontraban en normopeso (IMC 18.5-24.9 kg/ m?), 4 de ellos (25%)
presentaban sobrepeso (IMC 25-29.9 kg/ m?) y un participante (6.25 %)
tenia obesidad grado II (35-39.9 kg/ m?).
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Clasificacion

Sobrepeso

IMC (Kg/m? Riesgo
18.5-249 Promedio
25-290 Aumentado
30-349 Moderado
35-39.9 Severo
Mas de 40 Muy Severo

Tabla 2. Clasificacion del Indice de Masa Corporal segun la OMS

80,00%

70,00%

60,00% -

50,00% -

B Normopeso

40,00% -

B Sobrepeso

30,00% -

Obesidad tipo |
M Obesidad tipo Il

20,00% -

M Obesidad tipo Il

10,00% -

0,00% - T T

Graf. 2. Clasificacion de la muestra segun el IMC.
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1.2. Caracteristicas basales, clinicas y analiticas:

En la siguiente tabla (Tabla 2) se recogen los datos clinicos y
analiticos (bioquimica y hemograma) en situacion basal, descartandose
asi enfermedad a nivel hepatico, cardiovascular o renal, que excluirian

la participacion en el estudio.

Media +SD
Presion arterial sistolica, mmHg 117.1 £ 3.6
Presion arterial diastolica, mmHg 69.3 £ 2.9
Colesterol total, mg/ dL 169.1 + 30.6
Colesterol LDL, mg/ dL 92.8+7.0
Colesterol HDL, mg/ dL 57.1+2.3
Triglicéridos, mg/ dL 03.1 +44.8
Glucosa, mg/ dL 84.2+5.8
Creatinina, mg/ dL 0.87 £0.20
Urea, mg/ dL 29.43+ 8.44
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Acido urico, mg/ dL 4.9+1.09
Bilirrubina total, mg/ dL 0.57+0.21
GOT, mg/ dL 22.93+8.48
GPT, mg/ dL 22.06+12.35
GGT, mg/ dL 16.68+5.7
Fosfatasa alcalina, mg/ dL 64.68+18.71

CPK

177.56191.48

LDH

176.43+45.03

Calcio, mg/ dL 9.5+0.47
Fosforo, mg/dL 3.8+0.66
Sodio, mg/ dL 141.43+£2.70
Potasio, mg/ dL 4.210.4
Magnesio, mg/ dL 1.9+0.12
PCR 0.29+0.47
Homocisteina 14.06+8.07
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Cistatina C 0.65+0.09

Filtrado Glomerular estimado por MDRD 103.97+5.2
Hematies, x 106/ pL 5040000£493720.57
Hemoglobina, g/ dL 15.21+1.37
Hematocrito, % 44.45+£3.63
Leucocitos, x 103/pL 6768.75+1798.78
Neutrofilos, % 51.02+7.38
Linfocitos,% 36.51£7.84
Plaquetas, x 103/pL 222875+43552.07

Tabla 3. Datos clinicos y analiticos en situacion basal.
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1.3. Perfil de metabolitos plasmaticos tras dosis oral iinica de

quercetina.

Al inicio del estudio, la dosis de quercetina o sus metabolitos
fueron indetectables en plasma en la mayoria de los participantes (Fig.

15).

A las 2 h después de la ingestion de 200 y 400 mg de quercetina,
hubo un aumento en plasma dosis dependiente de Q3GA, que fue el
metabolito principal [0,35uM (IC 95% 0,22-0,48) y 0,95 uM (0,57-1,71),

respectivamente.

Hubo un aumento mas bajo en quercetina aglicona [0,043pM
(0,026-0,060) y 0,031 pM (0,007-0,054) respectivamente e
isorhamnetina aglicona [0,008 yuM (0-0,019) y 0,035 uM (0,001-0,069),
respectivamente|, mientras que los glucurénidos de isorhamnetina no

se detectaron (Fig. 15).
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Placebo 200 mg 400 mg
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Fig. 15. A. Niveles plasmdticos de flavonoides en voluntarios sanos
medidos al inicio del estudio y 2 h después de la ingesta oral de placebo,
quercetina 200 mg o 400 mg, representado en caja con bigotes de
minimo a madximo (n =16, *p <0,05, *** p <0,001 , en comparacién con el
basal).
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Absorbancia a 370 nm (mAU)
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Fig 15. B. A la derecha se muestra un cromatograma tipico basal y
después de la administracion de 400 mg de quercetina.

1.4. Efectos de la quercetina en la presion sanguinea, flujo
sanguineo y diametro de la arteria braquial.

No se observaron cambios en la presion arterial sistélica ni
diastolica después de 2 y Sh de la ingestion de 200 y 400 mg de
quercetina. (Fig. 16).

Sin embargo, se observé un aumento en el diametro de la arteria
braquial tiempo-dependiente tras la administracion de 400 mg de
quercetina (Fig. 16). También se observo una tendencia al aumento del

flujo arterial que no fue significativo. Sin embargo, encontramos una
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buena correlacion entre los cambios en el flujo y el diametro (p = 0,003,

r2 = 0,48, para 400 mg de quercetina, no mostrado)

— 8- Placebo g, 200mg g 200 Mg ys
E T
E - 6- T 6- T
o % % T T -
@ 4 4- 4-
Ju .

:E 1 1
D 2 T T 2 2 T

0.6 0.6- 0.6
o J J J
E 04 0.4 - 0.4 T T T
L 024 0.2-% 0.2

0.0 - r 0.0- 0.01— 'f‘
Ia 100+ 100 - 100+
£ 80- T 80 == 80-
5 %

60 60 - 60-
s °|T I

401-= ' 401 — ' ' 401 — ' Y
o 140- 140+ 1401
£ T T . T. T L T
E 1204 120 120
o 100 l 100- J_ J_ J— 100- J_ 1
=

80 L} L} 80 L] L] 1 80 L] L] L)

Basal 2h Basal 2h 5h Basal 2h 5h

Fig. 16. Efectos de la quercetina sobre el diametro y el flujo de la arteria

braquial, tensién arterial diastélica (TAD) y tension arterial sistélica (TAS)

en voluntarios sanos. Los datos se registraron a nivel basal , a las 2h y

5 h después de la ingesta oral de placebo, quercetina de 200 mg o 400

mg , representado en diagrama de caja y bigotes de minimo a mdximo (n

= 16, *** p <0,001 en comparacién con el basal).
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Ni la concentracion plasmatica de flavonoides, ni la actividad de la -
glucuronidasa plasmatica se correlacionaron significativamente con el
aumento del diametro arterial a las 5 h post ingesta (Fig. 17 y 18). Sin
embargo, el cambio de diametro se correlaciono con el producto de los
niveles de Q3GA por la actividad B- glucuronidasa plasmatica (Figura

19).

0.6 - p =0.87
a3 r2=0.01
£ °
< 04 ® ..
pi .
L °
o
002 +——
% ... ® L
£ °
p ® o
2 0.0 . | |
< o 1 2 3
0.2 JFlavonoides totales (uM)

Fig. 17. Correlacion entre el cambio de diametro, medido a las 5 h
después de la ingesta de quercetina, con los flavonoides totales

plasmaticos (suma de Q3GA, quercetina e isorhamnetina) (n= 16).
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Fig. 18. Correlacién entre el cambio de diametro, medido a las 5 h

después de la ingesta de quercetina., con la actividad S-glucuronidasa

(n=12).
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Fig. 19. Correlacion entre el cambio de diametro, medido a las 5 h

después de la ingesta de quercetina en voluntarios sanos (n=16), y el
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producto de los niveles de quercetina- 3-glucurénido (Q3GA) por la

actividad - glucuronidasa plasmdtica.

1.5. Efectos de la quercetina en el glutation total plasmatico y
niveles de isoprostanos, nitritos y nitratos en orina.

Solo la ingestion de quercetina de 400 mg aumento el glutation
plasmatico a las 2 h (Fig. 20). Los niveles de isoprostanos disminuyeron
en los tres grupos experimentales después de 5 h. Esta disminucion
tendio a ser mayor después de 400 mg de quercetina, pero los cambios
no fueron significativamente diferentes entre los grupos (Fig. 20]. Se
encontré una reduccion significativa de los niveles urinarios de NOx a

las 5 h post-ingesta de 400 mg de quercetina (Fig. 20).
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Fig. 20. Efectos de la quercetina en voluntarios sanos sobre el glutation
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plasmatico total, los 8-isoprostanos en orina y los nitritos mads nitratos

(NOx) en orina. Se tomaron muestras de plasma basal y a las 2 h y se
tomaron muestras de orina al inicio del estudio y 5 h después de la toma
oral de placebo, quercetina 200 o 400 mg, representado en diagrama de
caja y bigotes de minimo a maximo (n = 16 * p <0,05, ** p <0,01 y

*** p <0,001 en comparacion con el basal).

2. Efectos de quercetina, isorhamnetina y Q3GA in vitro en

arterias umbilicales humanas.

La exposicion de las arterias umbilicales aisladas al U46619 (0,1
pM) resulté en una contraccion sostenida. La adicion de quercetina o su
metabolito isorhamnetina metilada produjo una vasodilatacion
concentraciéon-dependiente en los vasos endoteliales intactos, siendo
significativo a partir de concentraciones = 10 nM, mientras que ni el
vehiculo (dimetilsulfoxido) o Q3GA tuvieron efecto (Fig. 21). La potencia
de los flavonoides, calculada como CI50, fue de 1,4 y S uM,
respectivamente. La inhibicion de la o6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS) con L-NAME o denudacion endotelial inhibi6 parcialmente la
relajacion inducida por concentraciones bajas de quercetina e

isorhamnetina.
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Con endotelio (+E)

0.01 Quercetina (uM)

- 5 min
u46619
(0.1 pM)
n;.['n 0.1 Isorhamnetina (uM)
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a Q3GA (uM)
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Fig 21.A. Efecto vasodilatador de quercetina, isorhamnetina y Q3GA en
arterias umbilicales humanas aisladas precontraidas por el andlogo del
tromboxano A2, U46619 (100 nM). (A) Grabacién de tension isométrica

original en anillos con endotelio intacto.
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Fig 21.B. Aumento promedio de la tensién inicial inducida por U46619
(100 nM) (izquierda) y respuesta vasodilatadora inducida por flavonoides
en anillos con endotelio (+ E), en ausencia o en presencia de éster metilico
de NG-nitro-1-arginina (-NAME, 100 M) y sin endotelio (-E) (derecha).
También se muestran los experimentos paralelos con vehiculo (DMSO).
Los resultados son medias £+ SEM de arterias aisladas de 7 cordones

umbilicales realizadas por triplicado.
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La enfermedad cardiovascular constituye en su conjunto la
primera causa de mortalidad a nivel mundial en los ultimos quince
anos. Los principales factores de riesgo para la enfermedad
cardiovascular incluyen, aunque no estan limitados, el tabaquismo, la
presion sanguinea, la dislipemia, la diabetes mellitus y la obesidad
(Herrington et al., 2016). Se estima que hasta un 80% de las
enfermedades cardiovasculares, el 90% de la diabetes tipo 2 y un tercio
de las neoplasias, podrian evitarse si se modifican los factores de riesgo
que afectan al estilo de vida, incluyendo la dieta (Hu et al., 2001; Key et

al., 2002).

Son numerosos los estudios que han demostrado que una dieta
rica en frutas y verduras reduce la morbimortalidad cardiovascular
(Broekmans et al., 2001, Zhang et al., 2017). Por ello, la American Heart
Association incluye, como parte del manejo de los pacientes con
factores de riesgo cardiovascular, la ingesta de frutas y verduras (NCEP,
2002). Este hecho, ha despertado el interés en la comunidad cientifica,
lo que ha llevado a la realizacion de ensayos clinicos de intervencion
con diversos antioxidantes de origen vegetal (Ascherio et al., 1999).
Dentro de los constituyentes de la dieta, los compuestos fenodlicos y
dentro de ellos, los flavonoides, han recibido especial atencion en las
ultimas décadas por sus efectos beneficiosos a nivel cardiovascular,
incluyendo la cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular,

arteriopatia periférica y enfermedad renal (D Agostino et al., 2008).

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, siendo la quercetina uno de los mas abundantes,
representando un 60-75%. Es por ello, uno de los mas estudiados, bien
como suplemento o formando parte de la dieta, si bien, aun quedan por
responder cuestiones sobre su eficacia, mecanismo de accion y
biodisponibilidad. Por estos motivos, la quercetina ha sido centro de

atencion de esta Tesis Doctoral.
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1. Efectos sobre la presion arterial.

La presion arterial esta regulada principalmente por cambios en
la resistencia vascular periférica generados por el estrechamiento de
vasos de resistencia, principalmente arterias pequenas y arteriolas, y a
alteraciones funcionales, que conllevan a un deterioro en la respuesta
vasodilatadora. A medida que avanza la edad, el dano estructural y el
deterioro funcional, en las arterias de conductancia mas grandes, se
convierten en el principal determinante de la presion arterial (Williams
et al., 2008). La reduccion de las cifras tensionales, sobre todo la
presion arterial sistolica, esta asociado con un descenso del riesgo
cardiovascular (Turnbull, 2003). El tratamiento farmacologico aunque
efectivo, no es en ocasiones suficiente para conseguir los objetivos
establecidos por las guias; de ahi la importancia de modificar el estilo
de vida, sobre todo la dieta, como prevencion o tratamiento coadyuvante

de la patologia cardiovascular.

Se ha demostrado que existe una correlacion inversa entre la
ingesta de alimentos ricos en flavonoides y la mortalidad de causa
cardiovascular, siendo las principales dianas de accion la células
endoteliales, las células del musculo liso y las plaquetas (Pignatelli et

al., 2006).

Los efectos de la quercetina sobre la tension arterial han sido
analizados en ratas con diferentes modelos hipertension: en las ratas
SHR (equivalente a la hipertension esencial en humanos), en el modelo
producido por la inhibicion de la NO sintetasa con L-NAME (Duarte et
al., 2002), en el modelo inducido por acetildeoxicorticosterona (DOCA-
sal)( Galisteo et al., 2004) o en el modelo de hipertension por estenosis
unilateral de la arteria renal o modelo de ratas Goldblatt ( Garcia-Saura

et al., 2005; Choi et al.,, 2016 ). Otros grupos han descrito también
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efectos similares en el modelo genético sensible a la sal (ratas Dahl) (Aot

et al., 2004) o tras la coartacion de la aorta (Jalili et al., 2006).

Los flavonoides producen un efecto vasodilatador directo en vasos
arteriales aislados (Duarte et al., 1993; Pérez-Vizcaino et al., 2002),
siendo su potencia mayor en arterias procedentes de ratas hipertensas
(SHR) que en sus respectivos controles normotensos (Pignatelli et al.,
2006).

En nuestro estudio, observamos que el aumento del diametro, en
una arteria de conductancia grande como la arteria braquial, inducido
por la quercetina oral en humanos jovenes sanos, no se asocidé con
cambios en la presion sanguinea. Estos datos concuerdan con estudios
anteriores que demuestran que la quercetina es eficaz en los seres
humanos ( Edwards et al., 2007; Egert et al., 2008; Larson et al., 2012)
y en ratas (Duarte et al., 2001a; Pérez- Vizcaino et al., 2009), cuando la
presion arterial es elevada; sin embargo, no afecta a la presion arterial
sanguinea en normotensos, a pesar de diferentes formas de
administracion, bien sea de forma aguda ( Larson et al., 2012) o tras el
consumo cronico (Edwards et al., 2007). No obstante, la mayoria de los
estudios realizados en humanos se llevaron a cabo en sujetos
prehipertensos o con hipertension leve (estadio 1), sin controlar los
habitos dietéticos asi como la ingesta de sal, variables que pueden
modificar los resultados en este tipo de hipertension (Edwards et al.,
2007). Otra limitacion en la interpretacion del efecto hipotensor tras la
administracion, tanto cronica como aguda, de la quercetina, es que
todos los estudios publicados en humanos hasta la fecha, incluyendo
nuestro propio trabajo, soélo registraron tomas de presion arterial en
reposo y no se realizd una monitorizacion de la presion arterial
ambulatoria (MAPA) para determinar el efecto real hipotensor (Briill et

al., 2019).
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2. Efectos sobre el flujo braquial.

La disfuncion endotelial es considerada como una de las primeras
manifestaciones de la enfermedad vascular. La deteccion de ésta en
arterias de conductancia, como la arteria braquial, indicaria también su
presencia en otros lechos vasculares, como son las arterias coronarias,

responsables de eventos cardiovasculares mayores (Canon et al., 2001).

Existen diversos métodos para evaluar disfuncion endotelial, sin
embargo, muchos de ellos son invasivos, indirectos o costosos,
resultando dificil su aplicabilidad clinica. La vasodilatacion mediada por
flujo ( VMF) de la arteria braquial, se trata de un método no invasivo de
funcion endotelial, que evalua la respuesta vasodilatadora del endotelio
sometido a un estrés mecanico, aplicado a la arteria braquial al insuflar

el esfigmomanometro (Faulx et al.,2003).

En estudios realizados en voluntarios sanos a los que se les
suministr6 de manera crénica suplementos ricos en polifenoles, se
detectd6 una mejoria de la funcion endotelial medida por VMF de la
arteria braquial, frente a una dieta rica en grasa (Cuevas et al., 2000;
Plotnick et al., 2003). En pacientes con enfermedad coronaria, la ingesta
de zumo de uva negra durante 14 dias, tuvo también un impacto
favorable sobre el VMF (Stein et al., 1999). Sin embargo, en un estudio
mas reciente realizado en pacientes hipertensos tras una dosis elevada
de quercetina (1095 mg) no se vio afectada la dilatacion mediada por
flujo (Larson et al., 2012). En nuestro estudio, observamos una
tendencia al aumento en el flujo arterial, que puede explicar la falta de
cambio en la presion arterial descrita previamente. Sin embargo, la
mayor variabilidad en las mediciones de flujo, excluy6 la constatacion

de diferencias significativas para este parametro.
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3. Efectos sobre el tono vascular.

El tono vascular se mantiene mediante la liberacion endotelial de
substancias vasodilatadoras, siendo el NO el principal agente
vasodilatador y, vasoconstrictoras, como la endotelina-1 (Davignon y
Ganz, 2004). La cuantificacion del NO es dificil en medios biologicos
debido a su corta vida media (de 6 a 10 segundos) y a sus bajas
concentraciones, es por ello que se cuantifican sus metabolitos estables
en plasma y orina (nitritos (NO2), nitratos (NO3) y S-nitrosotioles).
Estos metabolitos son considerados como medidas fiables de la
produccion de NO endogeno presentando efectos similares, como es el
caso de los S-nitrosotioles, que producen vasodilatacion e inhibicion

plaquetaria (Gandley et al., 2005, Loke et al., 2008).

Uno de los mecanismos implicados en el papel beneficioso de los
flavonoides sobre la salud cardiovascular es el atribuido a su accion
vasodilatadora, poniendo de manifiesto su capacidad para prevenir o

revertir la disfuncion endotelial (Pérez- Vizcaino et al., 2006).

Los efectos de quercetina sobre el tono vascular han sido
evaluados en animales (Duarte et al.,, 2001; Pérez- Vizcaino et al., 2002)
y en arterias humanas (en el presente estudio) in vitro. El efecto
vasodilatador de quercetina es mas intenso en las arterias de
resistencia que en los vasos de conductancia, asi como en las arterias
de animales hipertensos que en las de normotensos (Pérez- Vizcaino et
al.,, 2002, Ibarra et al., 2003). Algunos estudios indican que en los vasos
sanos tales efectos son independientes del endotelio y de la produccion
de oxido nitrico (NO), mientras que otros muestran efectos NO-
dependientes (Pérez- Vizcaino et al., 2010). En nuestro trabajo,
encontramos que la inhibicion de eNOS o la denudacion del endotelio,
inhibieron parcialmente el efecto vasodilatador de la quercetina en
vasos placentarios humanos in vitro, mostrando una participacion

parcial del NO endotelial. Loke et al., en el trabajo publicado en 2008,
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especularon que la quercetina aumenta, en sujetos sanos, los niveles
plasmaticos de S-nitrosotioles, nitritos, y las concentraciones urinarias
de nitrato, que de forma indirecta senalan un aumento de NO
endotelial, por lo que la quercetina podria mejorar la funcion
endotelial. Sin embargo, dicho estudio presenta ciertas limitaciones
puesto que no se realizaron medidas directas de la funcion endotelial,
como la VMF de la arteria braquial o la presion sanguinea En un
estudio posterior, Larson et al. (2012), informaron que los nitritos
séricos no se vieron afectados tras una dosis elevada de quercetina
(1095 mg) en sujetos hipertensos, asi como la VMF de la arteria
braquial. En nuestro estudio, demostramos que la quercetina no
aumenta los niveles de NOx en la orina, lo que apoya la dependencia
variable del NO a la respuesta de quercetina. Sin embargo, se encontro
que la quercetina aument6 el glutation plasmatico, un biomarcador
antioxidante. También disminuy6 los niveles de isoprostanos, un
biomarcador del estrés oxidativo, aunque el cambio no fue diferente en

comparacion con el efecto del placebo.

4. Metabolitos plasmaticos tras la administracion aguda de

quercetina.

Los flavonoides son ingeridos regularmente en la dieta
principalmente en forma de  glicosidos, aunque también pueden
aparecer como forma libre, o bien, como suplementos alimenticios en
forma de agliconas. Una vez ingeridos, éstos sufren diferentes
modificaciones quimicas a través del tracto gastrointestinal como la
desglicosilacion mediada por enzimas como la - glucosidasa o la LPH,
la desconjugacion por la microbiota del organismo, ademas de ser
metabolizados a nivel intestinal, hepatico y tejidos periféricos, tras su

absorcion a través de la pared intestinal ( Manach et al., 2005).
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Los primeros estudios farmacocinéticos llevados a cabo en
humanos, demostraron que las concentraciones de quercetina como
aglicona eran minimas o indetectables en el plasma (Gugler et al., 1975;
Day et al., 2001), sin embargo, sus efectos biologicos eran claros, de
ahi, la denominada paradoja de los flavonoides. La deteccion en plasma
de metabolitos conjugados con acido glucuronido y sulfato, resultantes
del efecto de primer paso en el intestino o en el higado, no tuvo lugar
hasta la década pasada. Las enzimas responsables de esta
metabolizacion son las UDP- glucoroniltransferasas, las
sulfotransferasas y las metiltransferasas, siendo los principales
metabolitos detectados en plasma humano: quercetina-3-glucuroénido,
quercetina-3’-sulfato, y 3’-metilquercetina-3- glucuronido
(isorhamnetina-3-glucuronido). La mayoria de estos metabolitos se
encuentran en concentraciones por debajo del rango micromolar, sin
embargo, debemos destacar que una baja concentraciéon no indica una

falta de actividad biologica.
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Fig. 22. Esquema de la farmacocinética de los flavonoides.

En este grdfico se muestra como la quercetina ingerida por via oral se
absorbe parcialmente en el intestino donde serd hidrolizada por enzimas
intestinales o por la microflora del colon. Durante el curso de la absorcion,
los flavonoides son conjugados en el intestino e higado mediante
reacciones de metilacion, glucuronidacién, sulfatacion, o sus
combinaciones, mayoritariamente formando metabolitos glucurénidos y
sulfatos, que son las formas que circulan en el plasma. Una vez en la
circulacion sanguinea, la quercetina se une a la albumina y es
transportada hacia diferentes 6rganos (intestino delgado, colon, higado y

rinén) y tejidos. A nivel vascular, los metabolitos conjugados a través de
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la B-glucuronidasa liberan la forma aglicona, lo que permite que se

acumule en los tejidos y ejercer su efecto bioldgico.

En estudios previos, realizados en humanos a los que se les
administré quercetina aglicona, el analisis de los flavonoides totales en
el plasma era realizado mediante hidrolisis con enzimas glucuronidasas
y sulfatasas (Erlund et al., 2000, Egert et al., 2008, Larson et al., 2012).
Debido a que los compuestos sulfatados y glucuronizados, eran los
unicos metabolitos detectados en plasma humano, se les adjudico un
papel decisivo en los posibles efectos beneficiosos. Sin embargo, hasta
donde podemos saber, este es el primer trabajo que recoge metabolitos
conjugados detectados en plasma humano después de la ingesta de
quercetina pura. Una sola dosis oral de quercetina aumenté las
concentraciones de Q3GA en circulacion (~0,4 y 1 pM para 200 y 400
mg, respectivamente), con cambios menores en las agliconas en el
plasma (siempre por debajo de 0,1 pM), mientras que no se hallaron
otros metabolitos. Cuantitativamente, estos niveles son consistentes
con los descritos previamente para flavonoides totales después de la
hidroélisis (0,2 para 100 mg (Erlund et al., 2000), 0,43 para 150 mg
(Egert et al.,, 2008) y 1- 2,2pM para 1095 mg (Larson et al.,, 2012)).
Curiosamente, el perfil metabdlico de nuestro estudio, tras la
administracion aguda de quercetina en sujetos sanos, resulta diferente
al descrito en otros trabajos previos, realizados también en seres
humanos, después de la ingesta de alimentos ricos en quercetina (Day
et al.,, 2001; Mullen et al., 2006; Lee et al., 2012) los cuales incluyen
quercetina-3-O-sulfato, quercetina-3-O-glucuronido, isorhamnetina-3-
O-glucuronido, quercetina diglucuréonido y quercetina glucuronido
sulfato mientras que las agliconas tampoco se detectaron. De forma
similar, se encontraron diferentes metabolitos de quercetina en plasma
de ratas después de una sola administracion intragastrica de

quercetina en comparacion con aquellos después de un acceso libre
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mezclado con alimentos (Kawai et al., 2009). Por lo tanto, la
administracion de quercetina, bien como una capsula a seres humanos
0 como una suspension intragastrica a ratas, resulta principalmente en
un aumento de Q3GA, con aumentos menores en otros metabolitos
incluyendo las agliconas. Los alimentos ricos en quercetina en
humanos o quercetina anadida a la dieta dan como resultado un perfil
metabodlico mas complejo, en el que los derivados metilados y sulfatados

son los predominantes y los agliconas estan ausentes.

5. Efectos de Q3GA sobre el tono vascular

A pesar de que los flavonoides orales ejercen efectos sistémicos
biologicamente demostrables, la concentracion de agliconas en el
plasma es muy baja y sus formas conjugadas circulantes muestran una
débil actividad aguda en in vitro, de hecho, en contraste con las
agliconas (Pérez- Vizcaino et al., 2002), los metabolitos glucuronizados y
sulfatados carecen de efecto vasodilatador agudo directo en arterias
aisladas, ejerciendo un efecto parcial en la prevencion de la disfuncion
endotelial aguda (Lodi et al.,, 2009). En nuestro estudio, se confirma
también la ausencia de efecto vasodilatador para Q3GA en las arterias
humanas, una inconstancia que se ha denominado “la paradoja de los
flavonoides" (Terao et al., 2011; Pérez Vizcaino et al., 2012). Sin
embargo, los glucurono-conjugados, pero no los sulfo-conjugados
(Pérez- Vizcaino et al.,, 2012), pueden ser hidrolizados a nivel vascular
por la B-glucuronidasa, produciendo aglicona, que debido a su mayor
solubilidad lipidica se acumula en los tejidos (Duenas et al., 2011). De
hecho, la inhibicion de B -glucuronidasa previene los efectos in vivo de
Q3GA intravenosa y quercetina oral en ratas (Galindo et al., 2012). Por

tanto, se propuso que los derivados glucuronizados transportan la
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quercetina y su formas metiladas en el plasma, liberando en los tejidos
las agliconas libres, que son los efectores finales (Terao et al. 2011;

Pérez Vizcaino et al., 2012).

6. Efectos de la quercertina: correlacion con la actividad -

glucuronidasa.

La B-glucuronidasa es una enzima lisosomica implicada en la
escision de los glicosaminoglicanos, cuya deficiencia total conduce a
una severa mucopolisacaridosis tipo VII. También se ha informado de
una amplia variabilidad interindividual en la actividad de esta enzima,
que puede explicarse por cambios en su expresion o por variaciones en
su secuencia génica (Gratz et al.,, 2006). Estudios realizados en ratones
transgénicos que expresan apoE3 mostraron mayor actividad
B-glucuronidasa que aquellos que expresan apoE4 (Boesch et al., 2010),
lo que puede estar relacionado con la disminucion de la presion arterial
sistolica inducida por la quercetina en pacientes con genotipo apoE3, en
comparacion con el grupo apoE4, cuyos efectos no fueron significativos.
Por tanto, planteamos la hipotesis de que la actividad B-glucuronidasa

puede influir en la eficacia de la quercetina.

En modelos animales, la actividad de la B-glucuronidasa se vié reducida
tras la administracion de sacarolactona, inhibidor clasico de dicha
enzima. Sin embargo, debido a que la inhibicion de la B-glucuronidasa
no es factible en los seres humanos, excluyendo el analisis apropiado de
una relacion causa-efecto, medimos su actividad en un intento de
correlacionarla con los efectos funcionales de la quercetina. Medimos la
actividad de la B-glucuronidasa en el plasma que es considerablemente

baja, pero puede ser usado como sustituto de la actividad en los tejidos.

En diferentes estudios, el pico de flavonoides totales en plasma se

obtuvo a los 60-360 min, tras la administracion oral de quercetina pura
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(Erlund et al., 2000; Egert et al., 2008; Larson et al.,, 2012). En nuestro
estudio, medimos los metabolitos plasmaticos a las 2 h, que puede ser
usado como un indicador de biodisponibilidad de la quercetina.
Basandonos en estudios con animales, no esperamos que los efectos
biologicos y las concentraciones plasmaticas de Q3GA sigan un curso
temporal similar, siendo el primero mucho mas prolongado que este
ultimo (Galindo et al, 2012). Encontramos que el efecto sobre el
diametro arterial no se correlaciona ni con las concentraciones
plasmaticas de flavonoides totales ni con la actividad plasmatica B-
glucuronidasa. Sin embargo, estos efectos se correlacionaron con un
factor compuesto de ambos, el producto de los niveles plasmaticos de
quercetina-3- glucuronido por la actividad B-glucuronidasa medida a
las 2 horas. Estos datos son compatibles con la opinion de que los
efectos son proporcionales a la biodisponibilidad de la quercetina y la
tasa de desconjugacion del glucuronido en los tejidos. Por tanto, el ciclo
conjugacion-desconjugacion parace ser un requisito para los efectos de
la quercetina administrada por via oral, al menos, en relacion con los

efectos vasodilatadores y antihipertensivos.
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Conclusiones

1. La administracion aguda de la quercetina en sujetos sanos
normotensos y normocolesterolémicos, ejerce un efecto vasodilatador
en arterias humanas tanto in vitro como in vivo, siendo tales efectos

dosis y tiempo dependientes.

2. El efecto vasodilatador, inducido por la quercetina a las 5 horas tras
la administracion oral, resulta de la desconjugacion de Q3GA
producto de la actividad P-glucuronidasa lo que conlleva a la
liberacion in situ de la forma aglicona, responsable del efecto

biologico.

3. El aumento del diametro en la arteria braquial, tras la ingesta de
quercetina oral en humanos jovenes sanos, no se asocio con cambios

en la presion sanguinea con ninguna de las dosis suministradas.
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