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Lista de abreviaturas

ACh: acetilcolina

AcOEt: acetato de etilo

BHa: tetrahidrobiopterina

BuOH: n-butanol

CAT: catalasa

CEso: concentracion de extracto correspondiente al 50% de actividad
DCM: diclorometano

DCMi: fraccion insoluble en frio de diclorometano
DCM:s: fraccion soluble en frio de diclorometano
DDC: N,N-dietilditiocarbamato de amonio
DMSO: dimetilsulféxido

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

E-: arterias aorta sin endotelio

ECV: enfermedad cardiovascular

EGTA: &cido bis(2-aminoetil)etilenglicol-N,N,N’, N -tetraacético
Emax: efecto méximo

ERO: especies reactivas de oxigeno

FE: fenilefrina

GC: cromatografia de gases

cGMP: 3°,5’-guanosina monofosfato ciclico

GPx: glutatién peroxidasa

INE: Instituto Nacional de Estadistica

K-PSS: solucion hiperpotasica (124 mM)
L-NAME: ester metilico de N-nitro-L-arginina

MeOH: metanol



MS: espectrometria de masas

NADPH: nicotinamida adenin-dinucleétido fosfato
NMA: N-metilacridona

NO: oxido nitrico

eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial

Oz2: anion superoxido

OH: anion hidroxilo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONOO: peroxinitrito

SOD: superoxido dismutasa



Resumen

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en
el mundo. La alteracion del endotelio vascular y el incremento del estrés oxidativo estan
asociados al desarrollo de algunas enfermedades cardiovasculares, por lo que la
incorporacion de antioxidantes a la dieta puede ser una buena terapia alternativa.

Pese a su gran uso en la medicina tradicional y a ser un producto de desecho que
se puede adquirir en gran cantidad, se han realizado pocos estudios sobre los rabos de
cereza. Dado que en estudios previos se identificaron varios compuestos polifenolicos
en esta matriz y la actividad beneficiosa de este tipo de compuestos sobre la salud
cardiovascular ya esta descrita, nos planteamos estudiar el efecto antioxidante y la
actividad vascular de distintos extractos polifenélicos de P. avium.

Hemos realizado un fraccionamiento con los rabos de cereza secos y triturados
utilizando disolventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano, acetato de
etilo, metanol y agua y decoccion del marco vegetal. Ademas, se han realizado dos
preparaciones acuosas al 0,5%, infusion y decoccidn, que representan las formulaciones
tradicionalmente utilizadas por la poblacion general. Los extractos mas apolares se
analizaron por la técnica GC-MS vy los resultados se compararon con bases de datos de
espectros y con publicaciones, con el fin de identificar los compuestos presentes.

En total, fueron identificados 13 compuestos en los extractos apolares de P.
avium: el acido palmitico, 7 hidrocarburos lineales (n-pentacosano, n-hexacosano, n-
heptacosano, n-octacosano, n-nonacosano, n-triacontano y n-hentriacontano) y el perfil
de fitosteroles (campesterol, estigmasterol, clerosterol, p-sitosterol y A®-avenasterol).

Los ensayos de reactividad vascular se realizaron en anillos aislados de arteria
aorta de rata. Se valoro la actividad vasodilatadora directa mediante la construccion de
curvas concentracidn-respuesta y se investigd su mecanismo de accién incubando con
diferentes bloqueantes. Ademas, se valord su capacidad antioxidante sobre radicales
DPPH vy radicales superoxido generados por pirogalol y NADPH.

Los resultados muestran que todos los extractos presentan un efecto
vasodilatador dependiente fundamentalmente del endotelio y que el mecanismo de
accion esta relacionado con la via del 6xido nitrico. Ademas, demostramos que todos
los extractos ensayados tienen la capacidad para neutralizar de radicales libres excepto

la decoccion del marco vegetal.



Abstract

Cardiovascular diseases are the main cause of death globally. Alteration of
vascular endothelium and increased oxidative stress are related with de development of
some cardiovascular diseases, so the incorporation of antioxidant to diet can be a good
alternative therapy.

Despite its large use in the traditional medicine and the fact that it is a waste
product that can be puchased in large quantity, there are few studies about cherry stalks.
In previous studies, several polyphenolic compounds were identified in this matrix and
the beneficial activity on cardiovascular health of this kind of compounds is already
described, so we decided to study the antioxidant effect and the vascular activity of
polyphenolic cherry tail extracts.

Fractionation was performed with dried and crushed cherry stalks using different
polarity solvents: hexane, dichloromethane, ethyl acetate, methanol and water and a
decoction of vegetable frame. In addition, there have been done two aqueous
preparations at a rate of 0.5%, infusion and decoction, representing the formulations
traditionally used by the general population. More apolar extracts were analyzed by GC-
MS technique and the results were compared with spectra databases and publications, in
order to identify the compounds present.

In total, 13 compounds were identified in the apolar extracts of P. avium:
palmitic acid, 7 linear hydrocarbons (n-pentacosane, n-hexacosane, n-heptacosane, n-
octacosane, n-nonacosane, n-triacontane and n- hentriacontano) and the profile of
phytosterols (campesterol, stigmasterol, clerosterol, B-sitosterol and A°-avenasterol).

Vascular reactivity tests were performed on isolated rat aorta rings. Direct
vasodilator activity was assessed by constructing concentration-response curves and its
mechanism of action incubating with different blockers was investigated. In addition, its
antioxidant capacity on DPPH radical and superoxide radicals generated by pyrogallol
and NADPH was assessed.

The results show that the extracts have a vasodilating effect dependent mainly
on the endothelium and that the mechanism of action is related to the nitric oxide
pathway. In addition, we show that all the tested extracts have free radical scavenging

capacity except the vegetable frame decoction.



1. Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de morbilidad
y mortalidad en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en
2012 murieron 17,5 millones de personas por esta causa, es decir, causo el 31% de las
muertes registradas en el mundo (OMS, 2016).

Segun los ultimos datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE), referidos a
2014, en Espafia las ECV son la primera causa de muerte seguido de los tumores y las
enfermedades del sistema respiratorio. Si diferenciamos las muertes por sexos, las ECV
son la primera causa de mortalidad femenina y la segunda masculina, con una tasa de
270,2 y de 234,6 por cada 100 000 habitantes respectivamente (Fig. 1).

B Enfermedades del sistema
circulatorio

B Tumores

Enfermedades del sistema
respiratorio

M Enfermedades del sistema nervioso y
de los drganos de los sentidos

B Enfermedades del sistema
digestivo

Otras causas

Figura 1. Principales causas de muerte en Espafia en el 2014 (INE, 2016).

En los datos recogidos por Eurostat referentes al afio 2013 (Fig. 2), puede
observarse que, en Espafia y en Portugal, las defunciones por ECV estan por debajo de
la media de la Unién Europea (Eurostat, 2016). Hay varios estudios que hablan sobre el
efecto beneficioso de la dieta mediterranea en la salud cardiovascular. Dicha dieta esta
caracterizada por el alto consumo de grasas, principalmente en forma de aceite de oliva,
el elevado consumo de cereales no refinados, frutas, verduras, legumbres y frutos secos,
el consumo moderado-alto de pescado, el consumo moderado-bajo de carne blanca y
productos lacteos en forma de yogur o queso fresco, el bajo consumo de carne roja y

productos derivados de la carne y el consumo moderado de vino con las comidas (Aros
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y Estruch, 2013). Diversos estudios estadisticos realizados en Europa verifican la

relacion inversa entre la tasa de muertes por ECV y el consumo de frutas y verduras.
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Figura 2. Defunciones por cada 100.000 habitantes debidas a ECV en Europa en el 2013 (Eurostat, 2016).

La mayoria de los casos de ECV pueden explicarse por la presencia de los
principales factores de riesgo (hipertension arterial, tabaquismo, sobrepeso y obesidad,
diabetes mellitus e hipercolesterolemia), aunque también hay que tener en cuenta
factores como el historial familiar, el sexo, la edad y la etnia (Appelman et al., 2015;
Lobos y Castellanos, 2006).

En algunas intervenciones se ha podido observar que la modificacion de ciertos
habitos, como realizar ejercicio, dejar de fumar, la pérdida de peso, el uso de ciertos
medicamentos y una dieta saludable, pueden reducir el riesgo de padecer ECV
(Bondonno et al., 2015).

Para evitar el desarrollo de factores de riesgo cardiovascular, como la
hipertension, es importante el correcto funcionamiento del endotelio vascular. El
endotelio esta constituido por una monocapa de células que recubre la parte interna de
los vasos sanguineos (Fig. 3). A parte de la funcién de barrera mecéanica entre el vaso y
la sangre, tiene una actividad bioldgica muy compleja. Participa en distintos procesos
tales como el mantenimiento del tono vascular, la coagulacion, la inflamacion y los

procesos inmunitarios debido a las multiples sustancias que es capaz de liberar, entre las
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que se encuentran el 6xido nitrico (NO), las prostaglandinas, el factor tisular, el factor

von Willebrand y la trombomodulina (Sanchez, 2013).

Lémina elastica interna

Fibroblasto
Tlnica intima
Tunica média

Lamina elastica externa
- | Tunica adventicia

Figura 3. Esquema de la pared arterial.

La disfuncién endotelial se utiliza para referirse a varias condiciones
patoldgicas, como la alteracion de las propiedades reguladoras del tono vascular,
anticoagulantes y antiinflamatorias del endotelio, la alteracion de la modulacién del
crecimiento vascular y la desregulacién del remodelado vascular (Cai y Harrison, 2000).
Puede ocurrir por la alteracion de sus funciones, por un dafio anatomico o incluso por
una separacion del endotelio de la tnica intima. La obesidad, el tabaquismo, la edad, la
hipercolesterolemia, la hipertension, la hiperglucemia, las infecciones sistémicas y una
historia familiar de la enfermedad de ateroesclerosis temprana, todos factores de riesgo
cardiovascular, tal y como hemos visto antes, estan estrechamente asociados con la
disfuncion endotelial (Bondonno et al., 2015; Sanchez, 2013).

Los mecanismos que estdn detras de una correcta funcion endotelial y el
desarrollo de la disfuncion endotelial son complejos, pero la molécula de NO juega un
papel central en ambos. EI NO se genera a partir de la L-arginina endotelial por la
accion de la NO-sintasa endotelial (eNOS), siendo esta la principal fuente de NO de la
vasculatura. Como se puede ver en la figura 4, la eNOS cataliza la sintesis del NO
mediante la oxidacion de la L-arginina, utilizando como cosustratos la nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) y el oxigeno molecular y como cofactor redox la
tetrahidrobiopterina (BHa4).

12



El NO es una molécula extremadamente labil con un tiempo de semivida de 1-2
segundos. La mayoria del NO difunde a través de la membrana de las células
endoteliales a las células del musculo liso vascular adyacentes donde activa la guanilato
ciclasa, causando un aumento de la concentracion de 3°,5’-guanosina monofosfato
ciclico (¢cGMP). La activacion de la proteina cinasa G por el cGMP es responsable de
muchos de los efectos biologicos del NO, entre ellos la dilatacién de las arterias
mediante la reduccion de la concentracion de calcio intracelular. Una proporcion del
NO gue no traspasa la membrana de las células endoteliales reacciona rapidamente con
el anion superdxido (O27) para formar peroxinitrito (ONOQO"), reaccion que puede ser
responsable de los efectos patoldgicos asociados al NO (Bondonno et al., 2015).

Gran parte de la literatura se refiere a la disfuncion endotelial Unicamente como
el deterioro de la vasodilatacion dependiente de NO causado por una pérdida del mismo.
Esta pérdida puede ser debida a una disminucion de la expresion de la eNOS, una falta
de sustrato y cofactores de eNOS, una alteracion de las sefiales celulares que no activan
la eNOS apropiadamente y, finalmente una degradacion acelerada de NO mediante las

especies reactivas de oxigeno (ERO) (Cai y Harrison, 2000).

Acetycholine, serotonin — Shear stress
thrombin, bradykinin A

T Calmodulin T

Ca** L-Citrulline 7
cell BH \‘\\‘ eNOS
4
S (’%
_L-Arginine —NO_ I

Vascular smooth 11y

muscle cell

Figura 4. Sintesis y mecanismo de accién de NO (Braunwald, 2006).

La disfuncion endotelial esta estrechamente relacionada con el estrés oxidativo.
Este se produce cuando el aumento del contenido intracelular de ERO sobrepasa las
defensas antioxidantes de las células, es decir, como consecuencia del desequilibrio

entre su produccion y su neutralizacion. Las ERO son una familia de moléculas que
13



incluyen el oxigeno molecular y los derivados producidos por células aerdbicas.
Muchas ERO son radicales libres, como el O2, el radical hidroxilo (OH-), el NO y los
lipoperoxidos, pero también hay otras moléculas que, sin ser radicales, contribuyen al
estrés oxidativo mediante sus efectos oxidantes, como el peroxido de hidrégeno (H20>),
el ONOO y el &cido hipocloroso (HOCI) (Avellé y Suwalsky, 2006; Cai y Harrison,
2000).

El organismo dispone de un sistema de defensa antioxidante, constituido por
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. En el primer grupo se encuentran la
catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y la superéxido dismutasa (SOD). La
SOD cataliza la reaccion del radical superoxido a oxigeno y dismuta el oxigeno para
formar perdxido de hidrégeno; la CAT convierte el peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno molecular; la GPx se encarga de catalizar la reduccion del peroxido de
hidrogeno y los lipoperoxidos a agua y oxigeno molecular. (Gutiérrez, 2002).

En las células de mamiferos hay varias fuentes productoras de ERO, pero en el
caso del sistema cardiovascular las que mas se han estudiado han sido la Xantina
Oxidasa, la NAD(P)H oxidasa y la eNOS desacoplada. Como podemos observar en la
figura 5, los tres mecanismos dan lugar a la formacion de Oz, lo que disminuye la

biodisponibilidad del NO y causa disfuncion endotelial (Cai y Harrison, 2000).

Hipercolesterolemia Hipertensidn Insuficiencia Cardiaca

Diabetes Tabaquismo Tolerancia al nitrato Angiotensina Il

v

‘ Xantina oxidasa NADH/NADPH oxidasa eNOS desacoplada

!
}/

H,0, 4"""’;Estrés oxidativo 0,

NO OONO-
A LO*

| Biodisponibilidad NO OH*

|

Remodelacion 4 Disfuncion endotelial = Crecimiento de las CML

I N

Agregacion plaquetaria  Pérdida de vasodilatacion Inflamacion

Figura 5. Mecanismos de disfuncién endotelial inducidos por el estrés oxidativo. Modificado de

Cai y Harrison (2000). 14



Prunus avium L.

El cerezo pertenece a la familia Rosaceae, a la subfamilia Amygdaloideae, al
género Prunus y a la especie Prunus avium L. Crece en bosques caducifolios y
himedos, en barrancos y en los bordes de los rios, es decir, en lugares frescos y con
suelos profundos, principalmente en las montafias. Se puede encontrar en casi toda
Europa, en el oeste de Asia y en el noroeste de Africa, aunque algunos autores lo
consideran nativo del oeste de Asia. En la Peninsula Ibérica se puede encontrar como
silvestre o asilvestrado en la mitad norte, y como cultivado en casi todas las regiones.
También se cultiva como frutal en vegas, huertos y regadios (Mufioz y Navarro, 1998).
Los principales paises productores de cereza son ltalia, Estados Unidos, Irdn y Turquia.
Es uno de los frutos de clima templado mas popular (Di Cagno et al., 2011).

Es un arbol de hasta 20 a 30 m, caducifolio e
inerme. Tiene un tronco grueso y bien definido. Las
ramas son de corteza grisacea, casi lisa, que se
resquebraja y ennegrece con el tiempo. Tiene ramillas
glabras, lisas, de color pardo rojizo cuya corteza se
descompone a menudo en laminillas papiraceas.

Las hojas miden 6-15x3-8 cm y son obovadas,
oblanceoladas o largamente elipticas, acuminadas, con
el margen crenado o aserrado y dientes glanduliferos,

de haz verde mate y glabro y envés pubescente. El

peciolo, que mide de 1,5 a 4,5 cm, por lo general tiene

dos gruesas glandulas rojizas o negruzcas, cercanas a

FAGRLDAR, rrunus avium i

la zona de union con la lamina. Las estipulas Son figura 6. Prunus avium in Carl Axel

. . , Magnus Lindman, Bilder ur Nordens
caducas, lineares u oblongas y con cilios glanduliferos. g, 1917-1926 (wikipedia, 2016).

Tiene de 2 a 6 flores, largamente pediceladas, olorosas, coetaneas respecto a las
hojas nuevas, en fasciculos umbeliformes y sésiles, rodeadas en la base por una corona
de bracteas cocleariformes. Los pedicelos fructiferos o rabos miden de 20 a 50 mm y
son glabros. El receptaculo mide de 4 a 7 mm y es urceolado y glabro. Los sépalos, de 4
a 6,5 mm, son reflejos, oblongos, enteros, obtusos o subagudos y glabros. Los pétalos
miden de 8 a 17 mm y son patentes o erecto-patentes, obovados, obtusos o emarginados

y blancos. El ovario es glabro.
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El fruto, que mide de 9 a 17 mm, es globoso o cordiforme, glabro, de color rojo
mA&s 0 menos oscuro y sin pruina. Tiene un mesocarpo carnoso, dulce o algo amargo, y
un endocarpo subgloboso, casi liso (Fig. 6) (Mufioz y Navarro, 1998).

Sus frutos, las cerezas, son algo laxantes y muy digestivos. Las variedades mas
conocidas son las llamadas “moras de Verona”, “starking hard giant” y “precoz de
Bourlat”. Con ellas se preparan mermeladas y, por fermentacion, el vino de cerezas.
Con un vino hecho con el fruto del cerezo silvestre se prepara, por destilacion, el Kirsch.
Con los rabillos de las cerezas, y también con los de las guindas, se prepara en la
medicina popular una tisana de propiedades diuréticas. La madera del cerezo, dura,
pesada, de textura fina y color castafio o pardo rojizo, es muy apreciada en ebanisteria
para muebles y revestimientos, aunque tiene el inconveniente de su tendencia a

alabearse.

Composicién y bioactividad de los frutos de Prunus avium L.

Los frutos de P. avium L., a los que llamamos cerezas, han sido muy estudiados
debido a su alto contenido en compuestos fendlicos antioxidantes, teniendo especial
importancia su contenido en antocianos (Pacifico et al., 2014). El consumo de extractos
de cerezas se ha asociado a efectos beneficiosos en la salud, como el alivio de la artritis
y el dolor relacionado con la gota. También se ha descrito para su consumo una
reduccion de la proliferacion de las células de cancer de colon humanas, un efecto
protector sobre células neuronales, que ayudan en la prevencion ECV y que retrasan el
proceso de envejecimiento (Serra et al., 2011).

Los compuestos fenolicos se encuentran en muchas frutas, vegetales y otros
alimentos y contribuyen a su color y a las propiedades sensoriales como el amargor y la
astringencia. El interés en los antocianos, cuyas cualidades principales son su atractivo
color brillante, su solubilidad en agua y su incorporacion facil a un sistema acuoso, ha
aumentado ultimamente debido a sus efectos beneficiosos en la salud. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que el consumo de alimentos ricos en antocianos esta

relacionado con la reduccion de la incidencia de ECV (Mozetic et al., 2002).
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En las cerezas también se han encontrado diversos compuestos fendlicos que
contribuyen a sus propiedades beneficiosas: acidos fenolicos y flavonoides. Los
flavonoides son un amplio grupo de metabolitos secundarios presentes en muchos
alimentos, que se caracterizan por tener un nucleo de fenilcromenona (Nijveldt et al.,
2001). Se divide en distintas subclases dependiendo del patron de este ndcleo y tres de
estas se han identificado en las cerezas: antocianos, flavonoles y flavan-3-oles. Hay que
decir que, dependiendo del tipo de cultivo que se estudie, la proporcion de cada uno de

los compuestos puede variar, afectando a la bioactividad de los mismos (Tabla 1).

Tabla 1: Caracterizacion fendlica de variedades de cereza (Serra et al., 2011).

Cherry cultivars TPC TAC TED Flavan-3-ols Hydroxycinnamates Flavonaols Anthocyanins

Cat Ep NcAc pCqAc CAc Rut Q3g C3g C3r PI3r + Pn3g Pn3r
EVCompact 956 + 23 224 +10 98.3 5.8 1.8 55.8 3.7 3.0 31.7 3.3 264 206 3.6 2.0
Garnet 65321 69+1 82.4 27 0.3 26.0 2.3 2.9 18.7 13 37 68.8 <1.0 <1.0
Lapin 1309+3 37245 156.3 8.6 10.6 85.5 6.1 8.9 234 3.9 70.3 162 4.5 5.4
Maring 833+18 1512 98.8 83 1.5 65.7 3.7 4.6 329 2.1 34.7 142 <1.0 <1.0
Morangdo 55514 5.6£0.1 81.2 3.8 24 74.3 5.6 4.6 14.9 0.8 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Saco 1309+ 12 296 +5 227.2 7.5 94 123 15.2 8.7 26.6 5.3 556 282 53 3.5
Summit 440+ 42 288+04 292 38 0.1 20.8 17.6 19 7.8 0.6 29 36.0 <10 <10
Ulster 1187 +21 292 +5 116.2 6.8 3.0 54.4 328 6.7 28.0 23 282 303 18 1.6
Van 999 £ 22 2514 114.0 7.4 2.6 61.9 4.6 5.3 34.2 3.5 70.1 253 1.8 2.5

TPC, total polyphenolic content {expressed as mg of gallic acid equivalents/100 g dw); TAC, total anthocyanin content {expressed as mg of cyanidin-3-glucoside equivalentsf
100 g dw); TED, total area of chromatogram obtained with electrochemical detection; Cat, catechin; Ep, epicatechin; NcAc, neochlorogenic acid; pCqAc, p-coumaroylquinic
acid; CAc, chlorogenic acid; Rut, rutin; Q3g, quercetin-3-glucoside; C3g, cyanidin-3-glucoside; C3rt, cyanidin-3-rutinoside; PI3r, pelargonidin-3-rutinoside; Pn3g, peonidin-3-
glucoside; and Pn3r, peonidin-3-rutinoside.

? Results are expressed in mg/100 g of dry weight except for TED which corresponds to total area of chromatogram obtained by electrochemical detection. Coefficients of
variation of the HPLC quantifications were <5%.

Entre los &cidos fendlicos se han identificado el acido clorogénico, su isdbmero
en posicion 5°, el acido neoclorogénico, y el acido 3'-p-cumaroilquinico (Ballistreri et
al., 2013; Bastos et al., 2015; Gao y Mazza, 1995; Mozetic et al., 2002; Picariello et al.,
2016; Serra et al., 2011).

Como antocianin6sidos mayoritarios se han identificado la cianidina-3-glucésido
y 3-rutinosido y los mismos glicésidos de peonidina como minoritarios (Bastos et al.,
2015; Gao y Mazza, 1995; Pacifico et al., 2014; Serra et al., 2011). Gao y Mazza (1995)
describieron por primera vez la presencia la pelargonidina-3-rutinésido en cerezas y un
estudio mas reciente ha identificado la cianidina-3-O-glucosilrutinésido en extractos de
cereza (Picariello et al., 2016). Otros estudios sugieren la presencia de antocianos
acilados con acido p-cumarico y malénico, pero no se ha podido confirmar mediante la

comparacion del orden de elucion con el descrito en la literatura (Mozetic et al., 2002)
(Fig.7).
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Cianidina-3-glucésido: Ri1= glucosa, R,= OH;

Cianidina-3-rutindsido: Ri= rutinosa, R,= OH;
Peonidina-3-glucdsido: Ri= glucosa, R,= OCH3
Peonidina-3-rutindsido: Ri= rutinosa, R,=OCHj3
Pelargonidina-3-rutindsido: Ry= rutinosa, R,=H

HO

Acido 3’-p-cumaroilquinico: Ri= H

Acido 3’-cafeoilquinico = Acido clorogénico: R1= OH

Figura 7. Estructura quimica de algunos antocianos (izquierda) y acidos fendlicos (derecha) identificados en cerezas.

Los derivados de la quercetina son los flavonoles dominantes, en particular la
quercetina-3-O-rutindsido, aunque también se aprecia la presencia de la quercetina-3-O-

glucosilrutinésido. Los rutindsidos derivados de la isoramnetina también son

relativamente abundantes, sobre todo la isoramnetina-3-O-rutindsido. La isoramnetina-

3-0-glucosido y la quercetina-3-O-ramndsido han sido halladas como trazas. Respecto a

los flavan-3-oles, como la catequina y la epicatequina, hay que decir que se detectaron

en cantidades bajas (Fig. 8) (Bastos et al., 2015; Picariello et al., 2016; Serra et al.,

2011).
R, . .
Epicatequina
OH
= HO 0
HO o T
OH
O-glicasido Catequina
OH 0 HO 0
Quercetina-3-0-glicésido: R;= OH
Isoramnetina-3-0-glicésido: R;= OCHj;
OH

Figura 8. Estructura quimica de los flavonoles (izquierda) y flavan-3-oles (derecha) identificados en cerezas.
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Respecto a la bioactividad, hay varios estudios que ponen de manifiesto la
actividad antioxidante de los frutos, utilizando métodos directos e indirectos (Ballistreri
et al., 2013; Ferretti et al., 2010; Pacifico et al., 2014; Picariello et al., 2016; Serra et
al., 2011). En el estudio realizado por Serra et al. (2011), se observo que hay una
relacion entre la concentracion total de acidos fendlicos y antocianos y la capacidad
antioxidante, y se ha demostrado que la mejor combinacion de estos es la del &cido
clorogénico y la quercetina-3-glucésido. La peonidina-3-rutindsido también muestra un
importante efecto sobre la prevencion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad y el &cido p-cumaroilquinico se ha identificado como el Unico responsable de
la capacidad captadora de radicales en las cerezas. Los antocianos totales, y en
particular los glicésidos de cianidina, son los compuestos con mayor capacidad de
inhibicidn del crecimiento de células humanas de cancer de colon y de cancer gastrico.

Como se recoge en la tabla 2, en otro ensayo de actividad antitumoral donde se
utilizaron distintas lineas celulares, el extracto de frutos tuvo una accion selectiva sobre
las células de carcinoma de colon humano (HCT-15) y, ademas, ni preparados de frutos
ni de rabos mostraron hepatotoxicidad frente a células primarias de higado de cerdo
(PLP-2) (Bastos et al., 2015: Ferretti et al., 2010). En un estudio realizado por Pacifico
et al. (2014), la variedad Prunus avium cv. Della Reca presentd una considerable
inhibicion del crecimiento de las células de la linea celular HeLa (céncer cervical), que
la otra variedad que se ensayo en este mismo estudio, Prunus avium cv. Del Monte no
presentd. Estos autores sugieren que la presencia masiva de compuestos con esqueleto
hidroxicinamico en la variedad Della Reca lo convierten en un agente quimiopreventivo
potencial.

También hay estudios que demuestran que la ingesta de cerezas inhibe las
respuestas inflamatorias, mediante la disminucion de los niveles en sangre de la proteina
C-reactiva y del NO, cuyos niveles altos en sangre también son un factor de riesgo de
ECV. Diferentes estudios in vitro e in vivo han demostrado que esta actividad
antiinflamatoria puede deberse a que los compuestos polifendlicos de las cerezas
pueden inhibir la cicloxigenasa-2. Esta actividad podria explicar que el consumo de

cerezas alivie los sintomas de la artritis y la gota (Ferretti et al., 2010).
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Composicidn y bioactividad de los rabos de cereza

En la literatura solo se han encontrado 2 estudios sobre los rabos de cereza: un
ensayo clinico realizado en Ir&n y un estudio realizado en Portugal sobre su
composicion y su actividad antioxidante y antitumoral.

El estudio clinico realizado en Iran trata sobre el efecto diurético de los rabos de
cereza, en el que se observd que después de la administracion de unas cédpsulas que
contenian aproximadamente 330 mg de rabos de cereza pulverizados, la media de los
valores de concetracion de calcio, sodio, cloruro y del volumen de la orina aumentan,
pero la cantidad de potasio en la orina y la osmolaridad de ésta no cambian. El
porcentaje promedio del incremento de calcio en la orina fue cinco veces mayor que los
de excrecidn de sodio y cloruro y no se observaron reacciones adversas.

La administracion durante un dia de rabos de cereza causa un aumento del sodio
y el cloruro urinario, aunque en menor cantidad que los diuréticos de asa. EI aumento
del calcio urinario puede ser debido a un mecanismo similar al de un diurético asa o de
inhibidores de la anhidrasa carbonica. En la medicina tradicional irani, estos rabos se
administran para tratar los calculos renales. Debido a la observacion del incremento de
la excrecion urinaria del calcio, sodio y cloruro, los autores sugieren su uso con
precaucion en pacientes con céalculos renales, y también en pacientes con desordenes
asociados con la deficiencia de calcio, sodio o cloruro (Hooman et al., 2009).

En el estudio llevado a cabo por Bastos et al. (2015), se realizaron ensayos de
actividad antioxidante y antitumoral con el extracto hidrometandlico de frutos y con la
infusion, la decoccion y el extracto hidrometandlico de rabos de cereza. Pudieron
observar que los rabos de cereza tienen una mayor capacidad antioxidante que los frutos
y, particularmente, los extractos hidrometanolicos, seguidos de las decocciones y, por
ultimo, las infusiones. Respecto a la actividad antitumoral, en los ensayos realizados
con cinco lineas de células tumorales humanas no obtuvieron ninguna respuesta con las
distintas muestras de rabos de cereza, como se puede ver en la tabla 2.

Respecto al analisis de compuestos fenolicos, se realizd una identificacion
tentativa en la que se detectaron 26 compuestos. Siete de estos compuestos son
derivados de &cidos fendlicos vy, el resto, son flavonoides, como se recoge en la tabla 3
(Bastos et al., 2015).
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Tabla 3: Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos en los extractos, infusiones y decocciones de rabos
de P. avium (Modificada de Bastos et al., 2015).

Tentative identification Quantification (mg/g)

Extracts Infusions Decoctions
3-0-Caffeolyquinic acid 0.43 £0.01 0.09 £ 0.01 0.11 £0.01
Cis caffeic acid hexoside 0.17 £0.01 0.10 £ 0.01 0.12 £0.02
Taxifolin-7-0-hexoside 0.79+0.04 0.29 £ 0.01 0.19£0.01
p-Coumaroylquinic acid 0.53 £0.01 0.10+0.01 0.10+£0.01
Trans caffeic acid hexoside 0.49+£0.02 0.07 £0.01 0.09 £ 0.01
Catechin 3.74 £0.01 0.42 +0.04 0.44 + 0.05
Sinapic acid 0.29 £0.01 0.17 £ 0.01 0.15+0.01
Aromadendrin-7-0-hexoside 2.66 £0.07 1.22+0.04 0.86 £0.02
p-Coumaric acid hexoside 0.68 £0.04 0.32 £0.02 0.25+£0.01
Ferulic acid hexoside 0.30+0.03 0.20 £ 0.01 0.17 £0.01
Quercetin-O-rutinoside-0-hexoside 0.44 £0.01 0.02 £0.00 0.03 £0.00
Kaempferol-O-rutinoside-O-hexoside 0.55£0.01 0.11£0.01 0.10+£0.01
Aromadendrin-0O-hexoside 0.31+£0.04 tr tr
Methyl-aromadendrin-0-hexoside 0.06 £ 0.01 tr tr
Quercetin-3-0O-rutinoside 0.87 £0.02 nd nd
Quercetin-3-0-glucoside 0.27 £0.02 nd nd
Genistein-7-0-glucoside 0.55+0.03 nd nd
Naringenin-7-0-glucoside 2.96 £0.02 0.14 +£0.02 0.08 £0.01
Kaempferol-3-O-rutinoside 0.88 £0.03 nd nd
Methyl quercetin-O-rutinoside 0.15+0.01 nd nd
Kaempferol-3-0-glucoside 0.30x0.01 nd nd
Pinocembrin-O-pentosylhexoside 0.23£0.01 0.05 +0.01 0.03 £0.00
Dihydrowogonin/sakuranetin-O-pentosylhexoside 0.36 £0.01 tr tr
Chrysin-7-0-glucoside 0.50 £0.01 tr tr
Dihydrowogonin 7-0-glucoside/sakuranetin 5-O-glucoside 13.63 £0.05 8.49+0.13 5.66 + 0.05
Methyl genistein 0.31+£0.01 0.08 +0.02 0.03 £0.00
Phenolic acids 2.90+£0.07¢ 1.04 + 0.04° 0.98 £ 0.07°
Flavonoids 29.54£0.10° 10.83+0.27° 7.39+0.12¢
Total phenolic compounds 32.44+017*°  11.88+030° 837 +0.19°

Muchos de los alimentos que contienen este tipo de compuestos eran conocidos
por sus efectos beneficiosos para la salud antes de haberse aislado el primer flavonoide.
Varios estudios muestran el papel protector de los flavonoides de la dieta en las ECV,
gue son una preocupacion cientifica y publica, ya que causan el 31% de las muertes
anuales, como se ha mencionado antes.

Los flavonoides poseen una amplia gama de actividades, tales como
antiinflamatoria, antialérgica, antiviral, anticarcinogenica y cardiovascular, pero sobre
todo se ha estudiado su efecto captador de radicales libres (Bondonno et al., 2015;
Lilamand et al., 2014; Nijveldt et al., 2001).

Los mecanismos descritos para su efecto cardiovascular en los distintos estudios
pueden clasificarse como mecanismos especificos e inespecificos, que a su vez pueden

subdividirse en mecanismos relacionados con el NO y otros efectos (Tabla 4). Los
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mecanismos inespecificos dependen de la naturaleza antioxidante de los grupos

fendlicos, mientras que los especificos dependen de la estructura particular del

flavonoide (Bondonno et al., 2015).

Tabla 4. Posibles mecanismos por los que los flavonoides ejercen efectos sobre la salud vascular. Modificada de

Bondonno et al., 2015.

Clasificacion del mecanismo

Descripcion: Posible mecanismo

Referencia

General/no especifico:
relacionados con el NO

General/no especifico: otros

Especifico: relacionado con el
NO

Especifico: otros

Efecto antioxidante: reacciona con superoxido y otras
especies reactivas de oxigeno que pueden prevenir
la descomposicién del NO y prostaciclinas

Efecto antioxidante: protege la tetrahidrobiopterina
mediante la captacion de los radicales libres
derivados del peroxinitrito, evitando de este modo
el desacoplamiento del eNOS

Inhibicion de xantina oxidasa, lipoxigenasa y NADPH
oxidasa, enzimas que producen especies reactivas
de oxigeno: previenen la descomposicion del NO

Efecto antioxidante: inhiben la peroxidacion lipidica

Inhibicion de xantina oxidasa, lipoxigenasa y NADPH
oxidasa, enzimas que producen especies reactivas
de oxigeno: otros efectos

Capacidad de formar quelatos con iones metalicos:
previenen la formacion de radicales libres que
provienen de reacciones catalizadas por metales

Interaccion con los lipidos de las membranas: puede
afectar a la actividad de las enzimas asociadas con
las membranas, a la interaccion ligando-receptor, a
la transduccidn de la sefial, y/o a los flujos de
iones/metabolitos.

Aumentan la actividad de la eNOS: aumenta la
produccién de NO

Aumentan la expresion de la eNOS: aumenta la
produccién de NO

Aumentan el nitrito en circulacion: contribuye a la
reserva de NO en circulacion y puede ser
convertido en NO cuando se requiere

Bioconversion del nitrito en NO: ocurre en el
estdmago; el NO puede difundirse a través de la
pared estomacal, induciendo la relajacion del
musculo liso; no se sabe si ocurre lo mismo en la
circulacion

Inhibicion de la actividad de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA): envuelto en la regulacion
del sistema renina-angiotensina, que puede
controlar la produccion del NO

Aumentan la produccion de prostaciclinas:
vasodilatacion

Aumentan la produccion del factor de hiperpola-
rizacion derivado del endotelio: vasodilatacion

Inhiben la sintesis de endotelina-1: vasodilatacion

Gryglewsky et al., 1987

MacCarty, 2008

Mladenka et al., 2010;
Nijveldt et al., 2001

Fraga et al., 2010
Mladenka et al., 2010;
Nijveldt et al., 2001

Morel et al., 1993

Fraga et al., 2010

Stoclet et al., 2004

Stoclet et al., 2004
Schroeter et al., 2006;
Balzer et al., 2008; Heiss et
al., 2003

Peri et al., 2005; Takahama

et al., 2002; Takahama et
al., 2010; Volk et al., 2009

Actis-Goretta et al., 2006

Stoclet et al., 2004

Stoclet et al., 2004

Loke et al., 2008

Debido a los pocos estudios realizados con los rabos de cereza, pese a su gran uso

en la medicina tradicional y a ser un producto de desecho que podemos adquirir en gran

cantidad, se ha decidido realizar un estudio que pueda complementar los ya existentes,

para ampliar el conocimiento sobre sus componentes y su bioactividad.
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2. Objetivos

Los objetivos planteados para este trabajo son:

Caracterizar los componentes quimicos de los extractos obtenidos a partir de
los rabos de cereza.
Determinar la actividad vascular y antioxidante de los distintos extractos de P.

avium.

Para lograr estos objetivos se fijaron los siguientes objetivos particulares:

1.

2.

Hacer un fraccionamiento con disolventes de distintas polaridades utilizando
los rabos de cereza.

Identificar los compuestos mayoritarios presentes en las fracciones mas
apolares (extractos de hexano y de diclorometano) mediante la técnica GC-
MS.

Estudiar los efectos de las diferentes fracciones sobre la reactividad vascular
en arteria aorta de rata.

Investigar sus efectos antioxidantes utilizando ensayos in vitro en los que se
induce la produccién de radicales libres tanto por vias enzimaticas como no

enzimaticas.
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3. Materiales y metodos

Reactivos y disolventes
Extraccion

Hexano, diclorometano, acetato de etilo, n-butanol y metanol (Carlo Erba
Reagents Group) son los disolventes utilizados en la extraccion, todos ellos de grado
analitico, excepto el hexano que se purifica en el laboratorio. El agua desionizada se
obtiene en un sistema de purificacion de agua Millipore Direct-Q (TGI Water Systems,
EUA).

Soluciones nutricias

Para los experimentos de actividad farmacoldgica se utilizan distintas soluciones

nutricias:

1. Solucién Krebs. Su composicion es la siguiente (mM): NaCl,118,7; KClI, 4,7; CaCls,,
2,5; KH2POs4, 1,2; NaHCOs, 25,0; MgSO4-7H20, 1,2; Glucosa, 11,1. Una vez
gaseada con carbdgeno se ajusta el pH a 7,4.

2. Solucion K-PSS. Su composicién es la siguiente (mM): KCI,123,7; CaCl,, 2,5;
MgSQa4-7H20, 1,2; KH2PO4, 1,2; NaHCO3, 25,0; glucosa, 11,1.

3. Solucion ROS: Su composicion es la siguiente (mM): KH2PO4, 50; EGTA, 1;
sacarosa, 150. Una vez gaseada con carbogeno se ajusta el pH a 7,4.

Para la preparacion de estas disoluciones se utilizan componentes de calidad de
analisis (Sigma-Aldrich, Merck o Panreac) y se disuelven en agua ultrapura (Labconco-

Water Pro, P.S.).

Sustancias utilizadas

e 1, 2 3-trihidroxibenceno (pirogalol), cloruro de acetilcolina, dinitrato de N,N -
dimetil-9,9’-biacridinio (lucigenina), hidrocloruro de fenilefrina, hidrocloruro
del ester metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME), indometacina,
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), N,N -dietilditiocarbamato
de amonio (DDC) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Todas las sustancias utilizadas se han suministrado por Sigma-Aldrich (Madrid,

Espafia).
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Se preparan disoluciones patron de acetilcolina, fenilefrina, pirogalol y L-
NAME a una concentracion de 10 M y 102 M de indometacina en agua ultrapura y se
mantienen a -20 °C hasta el momento del ensayo, en el que se realizan las diluciones
necesarias.

La lucigenina se disuelve en dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion de 5
mM. NADPH y DDC se disuelven en solucion ROS a una concentracion de 0,01 My 1
M, respectivamente. Estos compuestos se mantienen a -80 °C hasta el momento del
ensayo, en el que se realizan las diluciones necesarias.

En el caso de los extractos utilizados en los ensayos, el de butanol y el de acetato
de etilo se disuelven en DMSO vy el resto en agua ultrapura. Para cada uno de los
extractos se prepara una disolucién de 50 mg/ml, a partir de la cual se realizan las

diluciones necesarias para cada uno de los ensayos.

Tratamiento del material vegetal

Recoleccion v preparacion del material vegetal

La recoleccion se realizé en el mes de mayo del 2015 en un cultivo local de
Navaconcejo en el Valle del Jerte (Extremadura).

El secado se realiz6 al aire libre a la sombra. Una vez secos, los rabos se
trituraron (Fig. 9) con una trituradora domeéstica Braun, modelo JB-5050. EI material

vegetal que no se utilizo en la extraccion se guardo protegido de la luz.

N

Figura 9. Rabos de cereza secos (izqg.) y triturados (der.).
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Fraccionamiento fitoguimico

En este proyecto se han realizado cuatro
extractos por maceracion secuencial, mediante
extracciones dobles de entre 20 a 24 horas con 2 litros
de cada disolvente, que se filtraron mediante un
embudo con filtro microporoso (n°3->16-40 um) (Fig.
10): extracto de hexano (Hex.), extracto de
diclorometano (DCM), extracto de acetato de etilo
(AcOEt), y extracto de metanol/agua en una
proporcion de 80:20 (MeOH/H20). El cuarto extracto,
el de MeOH/H-0, una vez evaporado el MeOH, se

pasé a un embudo de decantacién al que se afadio

Figura 10, Filtrado con embucdo butanol (BuOH) para realizar una extraccion liquido-

con placa de microporos. liquido por triplicado (200 ml; 100 ml; 100 ml). Por
ultimo, se realiz6 una decoccion del marco vegetal durante 30 minutos en 2 litros de
agua (Fig. 11) (Lourenco et al., 2006). También se realizaron una infusién y una
decoccidn con rabos de cereza que no fueron sometidos a la maceracion secuencial, sino
que simulan el consumo directo mediante infusiones y decocciones. Para la decoccién
se utilizd 1,00 g de rabos de cereza sin triturar y se hirvié en 200 ml de agua durante 5
minutos, dejandolo en reposo otros 5 minutos; para la infusion, se utilizé también 1,00 g
de rabos de cereza sin triturar y se afiadieron 200 ml de agua hirviendo, dejandolo en
reposo durante 5 minutos (Bastos et al., 2015).

Tras la extraccién, se evaporO el disolvente de los extractos para pesarlos y
poder calcular el rendimiento de la extraccion. Los extractos en disolventes organicos se
evaporaron a presion reducida con un rotavapor Buchi R-210, en un bafio calefactor,
modelo B-491 de la misma marca, a 40 °C, hasta llegar a una pesada constante. El agua
de los extractos acuosos, tras congelarla, se elimind en un liofilizador, modelo
Lyoquest, de marca Telstar (Lourenco et al., 2006). En el proceso de concentracion de
la fraccion de DCM se observé que aparecia un precipitado si se dejaba enfriar la
disolucion, por tanto, se mantuvo el extracto a -20 °C durante 24 horas y se filtro,

separando la parte soluble en frio de la insoluble, con un embudo Bichner.
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Rabos de P. avium
triturados

Hexano
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Diclorometano
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(DCM)
1. -20°C(24h) Acetato

2. Filtrar de etilo
Extracto acetato

de etilo (AcOEL)
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DCM insoluble DCM soluble en
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(Butanol/agua) =
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Fraecglggtas;ﬁble Fraccitn soluble marco vegetal MarcoV
(BuOH) en agua (H,0) (Dec30)

Figura 11. Diagrama de extraccion. Los extractos en azul se han utilizado en los ensayos de actividad farmacoldgica.

Identificacion primaria

En los extractos de hexano, diclorometano insoluble en frio y diclorometano
soluble en frio se realizaron ensayos de cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro de masas (GC-MS). Para esto, se utiliz6 como disolvente el DCM. El
programa de temperatura del horno fue el siguiente: T inicial 70 °C durante 3 min;
seguidamente se aumentd la temperatura 20 °C/min hasta 325 °C, que se mantuvo
durante 5,5 min.

Se utilizé un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890 Series 11, acoplado a
un detector de masas MSD Hewlett Packard 5972, con una columna cromatografica de
composicion (5 %-fenil)-metilpolisiloxano HP-5ms de Agilent (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) utilizando helio (1 ml/min) como gas portador. La identificacion se realizo
mediante la comparacion de los espectros de masas de los compuestos con la biblioteca
Wiley WONO08 de espectros de masas del National Institute of Standards and
Technology (NIST), la comparacion de los tiempos de retencidon obtenidos con los de
distintos estudios realizados con anterioridad en condiciones similares (Burger, 2016) y
la comparacion del orden de elucion con el estudio realizado por Bernardo-Gil et al.
(2001).
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Ensayos in vitro en arteria aorta de rata

Se utilizaron ratas Wistar machos de 200-300 g suministradas por el Servicio de
Experimentacion animal de la Universidad de Salamanca (P.A.E-SA001).

Los ensayos se han realizado teniendo en cuenta las disposiciones legales
existentes referidas a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos: Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero; Directiva 2010/63/UE del
Parlamento Europeo y del consejo, de 22 de septiembre de 2010.

Inmediatamente después de sacrificar la rata por decapitacion, se extrae la arteria
aorta y se mantiene en solucidn Krebs fria. Tras limpiar la arteria, eliminando el tejido
conectivo y graso circundante, se corta en anillos de 3 mm y se colocan en bafios de
organos entre dos alambres finos, uno que esta fijo en el bafio y otro conectado al
transductor isométrico (UF-1, Harvard Apparatus Inc., USA). Para mantener el tejido
viable, los bafios contienen 5 ml de solucién Krebs aireada con carbdgeno (95% O2, 5%
CO,, Air Liquide S.A.) y se mantienen a 37°C mediante una bomba termostatica
(TECTRON 4373200 Selecta, Espafia) y sometidos a una tension de 2 g (Fig. 12). Tras
la estabilizacion del tejido durante un periodo de 60 minutos, en el que se cambia el

medio cada 30 minutos, se procede a la realizacion de los diferentes ensayos.

Transductor

Agua 37 °C

-

Drenaje 5 (—I

Solucién Krebs

Carbégeno

Figura 12. Bafio para 6rgano aislado y detalle del montaje de los anillos de arteria aorta.
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Antes de realizar los diferentes protocolos, en todos los anillos, se comprueba la
reactividad del musculo liso y la presencia o ausencia del endotelio. Para ello, tras el
periodo de estabilizacion se afiade fenilefrina (FE, 10°M), y cuando la contraccion
alcanza una meseta estable, se realiza una curva concentracion-respuesta acumulativa a
acetilcolina (ACh, 108-10*M) (Fig. 13).

Curva concentracion - respuesta
A

|

:

RPN IR Lt
T o

:

Contraccidn (mg)

0 . . . L .

1:36:00 1:40:00 1:44:00 1:48:00 1:52:00
Tiempo de experimento

Figura 13. Registro original de una curva de relajacidn a acetilcolina en anillos de arteria aorta de rata.

En algunos experimentos, se elimina el endotelio raspando la luz del vaso con
una aguja rugosa. Se comprueba la ausencia de endotelio si la relajacion con ACh es

inferior al 20% frente a la contraccién de FE.

Evaluacion del efecto vasodilatador

Para evaluar si los extractos tienen una accion vasodilatadora, se contraen los
anillos con FE (10°M) y se realiza una curva concentracion-respuesta acumulativa
afiadiendo al bafio concentraciones crecientes de los distintos extractos de rabos de
cereza a intervalos de 10-15 minutos una vez que se alcanza una respuesta estable. El
rango de concentraciones utilizados para cada extracto se recoge en la tabla 5. En el
caso de los extractos de BUOH y AcOEt, que se disuelven en DMSO, algunos anillos se
utilizan para la realizacién del control con el disolvente. El efecto provocado por los
distintos extractos se expresa como % de relajacion frente a la respuesta contractil
obtenida con FE.

En todas las curvas concentracion-repuesta se obtiene el valor del efecto maximo

(Emax) Y de la concentracion del extracto que provoca el 50 % del efecto maximo (CEsp),
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mediante el ajuste a un modelo logaritmico no lineal utilizando el programa GraphPad

Prism version 5.0 (GraphPad software Inc., USA).

Tabla 5. Rango de concentraciones utilizado para los distintos extractos de P. avium.

Extractos AcOEt BuOH H>O Decoccion 30 Infusién Decoccion 5

Concentracion

(Hg/ml)

50-250 1-50  1-25 1-50 1-50 1-50

Para determinar si el efecto vasodilatador de cada uno de los extractos es
independiente o no del endotelio, se utiliza el mismo protocolo con anillos de aorta a los
que previamente se les ha retirado el endotelio.

En otro grupo de experimentos, los anillos con endotelio se incuban durante 30
minutos con L-NAME (10 M), un inhibidor de la NO-sintasa, 0 con indometacina (10
M), un inhibidor no selectivo de la enzima ciclooxigenasa, antes de realizar las curvas

de relajacion en anillos precontraidos con FE (10 M).

Curva concentracion-respuesta a fenilefrina

Para evaluar el efecto de los extractos sobre la respuesta vasoconstrictora se
realizan curvas concentracion-respuesta a FE (10%-3x10* M) sola (Fig. 14), o después
de 20 minutos de incubacion con 50 pg/ml de todos los extractos, excepto para el de
AcOEt que se utiliza una concentracion de 100 pg/ml, o DMSO.

Al finalizar el experimento afiadimos a todos los anillos una disolucién
hiperpotasica (K-PSS) para obtener una contraccion que utilizamos como referencia.

Las respuestas a FE se expresan como % de contraccion frente a esta respuesta.
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Figura 14. Registro original de una curva de contraccion a fenilefrina en anillos de arteria aorta de rata.

Disfuncion endotelial por pirogalol

Mediante la autooxidacion espontanea del pirogalol, se forman radicales libres
de O>". Este radical produce efectos negativos sobre la reactividad vascular que puede
valorarse in vitro estudiando las modificaciones en las respuestas de diversos agonistas.

En estudios previos hemos comprobado que 15 minutos de incubacion con
pirogalol (10 M) provocan un deterioro significativo de la funcién endotelial que se
manifiesta por pérdida de la capacidad relajante a ACh (Aparicio et al., 2015).

Para llevar a cabo este ensayo, se realizan dos curvas de relajacion a ACh (10°%-
10* M) en cada anillo, una antes de la incubacion con pirogalol y otra después. Los

extractos se incorporan 15 minutos antes que el pirogalol.

Ensayo de biodisponibilidad del 6xido nitrico

Tras comprobar que el endotelio no esté dafiado, y esperar una hora de
estabilizacion, los anillos se incuban durante 20 minutos con los extractos y se contraen
con FE (10" M). Se espera hasta alcanzar una meseta estable, se afiade al bafio L-

NAME (10“ M) y se espera hasta que alcance una meseta. La respuesta del L-NAME
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en los distintos grupos nos indica la biodisponibilidad del NO, expresada como

porcentaje de incremento sobre la respuesta de contraccién de FE.

Actividad antioxidante

Ensayo de actividad captadora de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

El DPPH es uno de los pocos radicales libres organicos nitrogenados estables.
Sus disoluciones metanolicas tienen una coloracién morada. Este método se basa en el
cambio de color de morado a amarillo que se produce cuando un compuesto
antioxidante reduce el DPPH.

Para la realizacion de este ensayo se utiliz6 un lector de microplacas ASYS
UVM 340. La mezcla de la reaccion, en cada uno de los 96 pocillos de la microplaca,
consiste en 10 ul de las distintas disoluciones de los extractos, con el rango de
concentraciones que aparece en la tabla 6 y 190 pl de una disolucion metandlica de
DPPH (250 pM). Algunos de los pocillos se utilizan para realizar los blancos de
vehiculos (190 pl de metanol+10 ul del vehiculo de los extractos), de muestras (190 pl
de metanol+10 pl de los extractos en cada una de sus concentraciones) y para la
realizacion del control (190 pl de DPPH+10 pl del vehiculo) (Fig. 15).

Figura 15. Microplaca tras el ensayo.
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Se incuban las microplacas durante 30 minutos protegidas de la luz vy, a
continuacidn, se mide la absorbancia a 517 nm. La actividad captadora de radicales se

calcula como porcentaje de inhibicion, usando la siguiente ecuacion:

(A vehiculo — A blanco vehiculo) — (A muestra — A blanco muestra)

(A vehiculo — A blanco vehiculo) x 100
Tabla 6. Rango de concentraciones utilizadas de los distintos extractos de P. avium.
Extractos AcOEt BuOH H.O  Decoccion Infusion  Decoccion
30 5
Concentracion
final 0,025-1 0,025-1 0,025-1 0,1-1 0,1-1 0,1-1

(mg/ml)

Determinacién del anion superéxido

Evaluando la influencia de los extractos sobre la producciéon de O2” también es
posible determinar si dichos extractos presentan actividad antioxidante. Los O2~ pueden
cuantificarse mediante quimioluminiscencia con lucigenina.

Este método se basa en la reduccion inicial de un electron de la lucigenina
dicationica dando lugar a un radical monocationico. El radical formado reacciona con
O~ produciendo dioxietano, un compuesto inestable que se descompone originando N-
metilacridona (NMA). NMA se encuentra electronicamente excitada y vuelve al estado
de equilibrio mediante la emisién de luz, que se puede detectar con un fotodetector (Li
et al., 1998) (Fig. 16).
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Figura 16. Reaccion de lucigenina con los aniones superdxido (O;~) (Li et al., 1998).

e O producido por pirogalol

En este ensayo valoramos la capacidad de los extractos para reducir la
produccion de Oz~ producido por la autooxidacion espontanea de pirogalol, como
hemos comentado anteriormente.

Para ello, en los tubos de analisis se afiaden 940 pl de soluciéon Krebs, 5 pl de
pirogalol 2x10° M y 5 pl del extracto a estudiar o del vehiculo (Tabla 7). Se incuban
durante 20 minutos y se afiaden 50 pl de lucigenina 0,1 mM. A continuacién, se mide la
sefial de luminiscencia en un luminémetro (LB-9507 LUMAT, Berthold Technologies,
Alemania), cada 10 segundos durante 300 segundos. Los resultados se expresan en

unidades relativas de luminiscencia por minuto (URL/min).

Tabla 7. Concentraciones en el tubo para lumindmetro de los extractos utilizados.

Extractos ACcOEt BuOH H>O Decoccion30 Infusion Decoccién 5

Concentracion 15y 100 10y50 5 50 15y 150 50

(Hg/ml)

e Oy producido por NADPH-oxidasa:
También se puede determinar el efecto antioxidante de los extractos evaluando

su influencia en la produccion de O2~ mediada por la estimulacion de NADPH oxidasa.
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Para la realizacion de este ensayo se necesitan anillos de aorta de rata. Los
anillos se incuban en tubos para luminémetro con solucion ROS durante 15 minutos, a
37°C y con oxigenacion continua, en presencia de los extractos (Tabla 8) y el inhibidor
de la SOD, dietilditiocarbamato de amonio (DDC, 102 M). Tras el periodo de
incubacion, se afiaden al tubo lucigenina (5 uM) y NADPH (10“ M) y se mide la
luminiscencia como se indicé anteriormente. Los anillos se pesaron tras el ensayo para

poder expresar los resultados por mg de tejido (URL/min/mg).

Tabla 8. Concentraciones en el tubo para lumindmetro de los distintos extractos.

Extractos ACcOEt BuOH Infusién

Concentracién 100 50 150

(Hg/ml)

Expresion y analisis estadistico de los resultados

Todos los resultados obtenidos se expresan como media aritmética + el error
estandar de la media de un minimo de 4 experimentos. Para comparar los valores
obtenidos entre los diferentes grupos se realiza el test t de Student o el analisis de la
varianza (ANOVA) de una o dos vias, segun corresponda, seguido del test Tukey,

considerandose diferencias significativas cuando p<0,05.
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4. Resultados y discusion

Extractos obtenidos de P. avium y sus rendimientos

En la tabla 9 se muestran la masa y los rendimientos de extraccién obtenidos de

la extraccion biodirigida, de la infusion y de la decoccion de los rabos de P. avium.

Tabla 9. Masa (g) y rendimiento (%) de los extractos obtenidos a partir de 200 g de rabos de cereza.

EXTRACTO Hex. DCMi DCMs AcOEt BuOH H:0 Dec30 Infu Dec5

Masa (g) ‘1,079 0,850 0,984 1,442 11,698 20,666 2,508 0,084 0,144
Rendimiento‘0,54% 0,43% 0,49% 0,72% 5,85% 10,33% 1,25% 8,40% 14,40%

En la extraccion biodirigida el mayor rendimiento se obtuvo con la maceracion
en MeOH/H20, la suma de los extractos BUOH y H>O en los que se fracciono
posteriormente, por tanto, podemos decir que la mayoria de los compuestos son polares.

El rendimiento de la decoccion fue superior al de la infusion, que se justifica
porque el uso de un método mas agresivo hidrolizaria mas compuestos extraibles en el
agua, como pueden ser los monosacaridos o los lignanos de los polimeros estructurales

de las partes lefiosas de los rabos de cereza (celulosas y ligninas respectivamente).

Identificaciéon de los compuestos volatiles de los extractos de hexano y

diclorometano

Extracto de hexano

Tras la realizacion de la cromatografia de gases del extracto de hexano, mediante
la comparacion de los espectros obtenidos y los tiempos de retencién (t;) de cada pico
con la base de datos de referencia y la bibliografia (Burger, 2016), se pudieron
identificar siete compuestos de naturaleza lineal (Tabla 10). También se detecto la
presencia de un compuesto desconocido con un t,=12,23 min, un ion molecular [M]" a

256 m/z y la formacion del ion 212 m/z por la pérdida de una molécula de CO2 (Fig. 17).
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Tabla 10. Listado de compuestos identificados en el extracto de hexano de rabos de cereza.

N° tr (min) Compuesto (n° carbonos)
1 14,18 n-pentacosano (25)
2 14,54 n-hexacosano (26)
3 14,94 n-heptacosano (27)
4 15,30 n-octacosano (28)
5 15,65 n-nonacosano (29)
6 16,00 n-triacontano (30)
7 16,35 n-hentriacontano (31)
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Figura 17. Cromatograma GC-MS del extracto de hexano de rabos de cereza.
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Extractos de diclorometano

Tabla 11. Listado de los compuestos identificados en el extracto de diclorometano de rabos de cereza.

N° tr (Min) Nombre comun Fraccion

8 11,91 acido palmitico DCM;

3 14,91 n-heptacosano DCM;

4 15,26 n-octacosano DCM;

5 15,62 n-nonacosano DCM;

9 15,74 campesterol DCM;

10 16,41 estigmasterol DCM;s

11 16,54 clerosterol DCM; y DCM;s
12 16,63 B-sitosterol DCM; y DCM;s
132 17,69 A®-avenasterol DCMs

& jdentificacion tentativa

Los compuestos 8, 3, 4 y 5, que Unicamente aparecen en la fraccion insoluble en
frio de DCM (DCM;), se identificaron mediante la comparacion de los espectros de
masas y los t; obtenidos con la base de datos de referencia y la bibliografia (Burger,
2016). En esta misma fraccion también se detectd la presencia de un compuesto
desconocido con un t=17,69 min y un ion molecular [M]" a 282 m/z (Fig. 18).
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Figura 18. Cromatograma GC-MS de la fraccidn insoluble en frio del extracto de diclorometano.
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El compuesto 12, cuya sefial aparece en ambas fracciones (Fig 18 y 21), se
identificO mediante la comparacion del espectro obtenido con la base de datos de
referencia. El espectro obtenido mostraba un ion a 396 m/z, que corresponderia con el
[M-H20]" del B-sitosterol o bien con el ion molecular del dieno derivado de su
deshidratacion (estigmasta-3,5-dieno). Para determinar si el compuesto identificado era
el alcohol o el dieno, se realizd una segunda cromatografia en un equipo GC-MS cuyo
detector tenia un analizador de masas distinto (trampa i6nica). En el espectro obtenido
esta presente el ion molecular del fitosterol, [M]* a 414 m/z, por lo que se identificé el

compuesto como P-sitosterol (Fig. 19).

[

Figura 19. Espectro de masas del B-sitosterol.

Los compuestos 9, 10, 11 y 13 mostraban espectros similares al del -sitosterol,
pero no se pudieron identificar mediante la comparacion con la base de datos de
referencia. Una vez identificado el B-sitosterol, comparando el orden de elucion de los
fitosteroles con los identificados por Bernardo-Gil et al. (2001) en el aceite de semillas
de cereza y el ion molecular que mostraban los espectros de masas de cada una de las
sefiales, se identificaron los compuestos 9, 10 y 11. EI compuesto numero 13 se ha
identificado como AS-avenasterol, a pesar de que el A>*-estigmastadienol y el A’-
avenasterol comparten su masa molecular y aparecen después de la sefial del -
sitosterol, porque en el estudio realizado por Bernardo-Gil et al. (2001) estos dos

ultimos compuestos aparecen a modo de trazas (Fig. 20).
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Figura 20. Estructura quimica de los fitosteroles identificados en el extracto de diclorometano de rabos
de cereza.

Por ultimo, en el cromatograma de la fraccion soluble en frio de DCM (DCMs)
se detectd la presencia de un compuesto desconocido con un t,=16,49 min y un ion
molecular [M]* a 396 m/z (Fig. 21).
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Figura 21. Cromatograma GC-MS de la fraccidn soluble en frio del extracto de diclorometano de rabos de cereza.
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Ensayos in vitro en arteria aorta de rata

Evaluacion del efecto vasodilatador

En este estudio, lo primero que se estudio fue la actividad vasodilatadora de los
extractos mas polares de P. avium en anillos de aorta de rata.

En la figura 22 se muestran las curvas concentracion-respuesta de los seis
extractos evaluados, tanto en anillos con endotelio como en anillos sin endotelio. En el
caso de los extractos AcCOEt y BUOH, las curvas control se realizaron en presencia de
DMSO para comprobar que el vehiculo no provocaba ningun efecto en la respuesta
estudiada. Se puede observar gque todos los extractos presentaron efecto relajante frente
a la contraccion con FE en aortas con endotelio, pero el efecto méximo y la CEsp varia
para cada uno de ellos (Tabla 12). Los extractos mas activos fueron el BUuOH y el H20,
que presentaron valores de CEso de 5 y 1 pg/ml respectivamente. El extracto AcOEt,
que presentd un Emax ligeramente superior, sin embargo, tuvo un valor de CEso muy
superior. La diferencia de polaridad del AcOEt hace que los compuestos extraidos en
este extracto sean menos polares que los obtenidos en los extractos BUuOH y H2O y es
posible que esto influya en la capacidad relajante del extracto. La infusion y la
decoccién 5 alcanzaron valores de Emax similares, aunque la infusion fue ligeramente
mas activa, con un CEso cuatro veces inferior. En el caso de la Dec. 30 no se pudo
calcular la CEso, ya que la respuesta relajante que se obtuvo con la concentracion mas

alta no alcanz6 el 50%.

Tabla 12. Rango de concentraciones utilizado para cada extracto y Concentracion eficaz 50 (CEsp) y efecto maximo
(Emax) obtenido con los extractos y fracciones de rabos de cereza.

Extractos AcOEt BuOH H>0 Dec. 30 Infusién Dec. 5

Concentracion | gq. 55 1-50 125 150 1-50 1-50
(Hg/ml)

CEso (pg/ml) 167+4 5+1 142 - 1342 49+2

Emax (%0) 84+8 70+3 68+5 49+6 6945 61+3
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En los ensayos realizados en las aortas sin endotelio se observo que la capacidad
relajante de todos los extractos desaparece casi por completo, lo que indica que la
presencia del endotelio es necesaria para que se manifieste la accion relajante.

Al igual que en el caso anterior, el comportamiento del extracto de AcOEt fue
diferente, ya que la ausencia del endotelio no consiguio anular el efecto relajante (Fig.
22 A), pues se alcanzd un 36 % de relajacion. Esto indica, de nuevo, que debe haber
compuestos diferentes en este extracto.

Para conocer méas acerca del mecanismo de accion se estudio la influencia de la
NOS y de la COX en la respuesta de los extractos que mostraron mayor actividad
vasodilatadora, el extracto H.O y BuOH.

En la figura 23, se observa que la incubacion con L-NAME inhibio
completamente la vasodilatacion inducida por ambos extractos. En el caso de la
indometacina, no modifico la relajacion inducida por el extracto H2O, pero si disminuyd
la relajacion inducida por la fraccion BuOH de forma significativa. Estos resultados
confirman que el mecanismo de accion de los distintos extractos de P. avium est4
relacionado con la generacién de NO o con su ruta de sefializacion. Que la respuesta del
extracto BUOH se modificara con indometacina indica que la via de la COX también
influye en la respuesta vasodilatadora. Son numerosos los estudios que atribuyen a los
compuestos polifendlicos acciones beneficiosas para reducir la hipertension y el riesgo
de ECV por mejorar la funcién endotelial (Hugel et al., 2016). En la revision realizada
por Bondonno et al. (2015), se puede observar que la mayoria de los mecanismos
descritos para el efecto vascular de los flavonoides tiene que ver con el NO, por lo que
los resultados obtenidos concuerdan con los datos obtenidos en estudios anteriores.
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Figura 22. Curvas concentracién-respuesta de dimetilsulfoxido (DMSO) y de los distintos extractos obtenidos a
partir de los rabos de cereza en arteria aorta con endotelio y sin endotelio (E-) precontraidas con fenilefrina (10 M)
de ratas Wistar. A: acetato de etilo (AcOEt, 50-250 pg/ml). B: fraccién butandlica del extracto hidrometandlico
(BUOH, 1-50 pg/ml). C: fraccidn acuosa del extracto hidrometandlico (H20, 1-25 pg/ml), decoccidn del marco vegetal
(Decoccion 30, 1-50 pg/ml), infusion (1-50 pg/ml) y decoccidn (Decoccién 5, 1-50 pg/ml). * p<0,05 vs DMSO; #
p<0,05 vs DMSO (E-); a p<0.05 anillos con endotelio vs anillos sin endotelio.
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Figura 23. Curvas concentracidn-respuesta de la fracciéon butandlica del extracto hidrometandlico (BuOH, 1-50
ug/ml) (A) y de la fraccion acuosa del extracto hidrometandlico (H,0, 1-25 pg/ml) (B) en arteria aorta con endotelio

de ratas Wistar precontraidas con fenilefrina (10® M) en presencia o ausencia de L-NAME (10 M) o indometacina
(indomet., 10> M). * p<0,05 vs L-NAME; # p<0,05 vs indometacina.
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Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron las concentraciones maximas del
ensayo de vasodilatacion, excepto en los casos de la fraccion H-O, en el que se doblo
esta concentracion, y el extracto AcOEt, en el que se utilizd una dosis méas baja. Como
se ve en la figura 24, los extractos AcOEt, BUOH y HO redujeron la respuesta
contracturante mediada por FE. Sin embargo, la incubacion con la infusion y las dos
decocciones no afectd esta respuesta. Hay que decir que el comportamiento del extracto
de AcOEt fue de nuevo diferente en este ensayo, obteniéndose mayor efecto pese a
utilizar una concentracion menor que la CEso. La identificacion de los componentes de
los diferentes extractos podria aclarar estas diferencias.

Los efectos vasculares de los extractos fendlicos de P. avium (accion
vasodilatadora y reduccién de la respuesta contractil) podrian justificar los resultados
obtenidos en distintos estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos controlados
aleatorios, en los que se estudian los beneficios cardiovasculares de la ingesta de
flavonoides (Hugel et al., 2016).
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina (FE, 108-10-> M) en arteria aorta de ratas Wistar incubadas
con dimetilsulféxido (DMSQ) y con los distintos extractos de rabos de cereza. A: acetato de etilo (AcOEt, 100 pg/ml),
fraccion butandlica del extracto hidrometandlico (BuOH, 50 pg/ml) y fraccion acuosa del extracto hidrometandlico
(H20, 50 pg/ml). B: decoccién del marco vegetal (Decoccién 30, 50 ug/ml), infusién (50 pg/ml) y decoccion
(Decoccidn 5, 50 pug/ml). * p<0,05 vs DMSO.
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Ensayo de biodisponibilidad de éxido nitrico

Como se ha indicado en la metodologia, una manera de valorar la
biodisponibilidad del NO es cuantificar la respuesta contracturante de L-NAME sobre la
meseta de contraccion de FE (107 M) tras la incubacion con los extractos. Las
concentraciones utilizadas para los extractos se seleccionaron teniendo en cuenta las
respuestas obtenidas para cada uno en el ensayo anterior (Tabla 13). En el caso de la
infusion, triplicamos la concentracion debido a que con la concentracion utilizada en

dicho ensayo no se observé ninguna respuesta.

Tabla 13. Concentracién en el bafio utilizada en la incubacion.

Extractos AcOEt BuOH BuOH Infusion

Concentracion 100 50 150 150

(kg/ml)

En la figura 25 se puede ver un incremento significativo de esta respuesta en los
anillos incubados previamente con los extractos, lo que indica que la via de actuacion de
los tres extractos esta relacionada con el NO. No se ha observado una relacion dosis-
dependiente en este ensayo para el extracto BuOH, puesto que no hay diferencias

significativas entre el efecto obtenido con las 2 concentraciones utilizadas.
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Figura 25. Biodisponibilidad del éxido nitrico en arteria aorta de ratas Wistar precontraidas con fenilefrina (107 M) e
incubadas con dimetilsulfoxido (DMSO), con el extracto de acetato de etilo (AcOEt, 100 pg/ml), con la fraccion
butandlica del extracto hidrometandlico (BuOH, 50 y 150 pg/ml), con la infusién (150 pug/ml). * p<0,05 vs DMSO; #
p<0,05 vs AGUA.

Actividad antioxidante

El estrés oxidativo tiene una gran importancia en la disfuncion endotelial, debido
a que la biodisponibilidad de NO se ve afectada por un aumento de la produccion de
ERO mediante distintas vias. Tal y como se ha comentado anteriormente, en los vasos,
la NADPH oxidasa es una de las principales vias de produccion de estos radicales.
Debido a esto y a que un estudio previo describe para extractos de P. avium capacidad
antioxidante (Bastos et al., 2015), se incluyé en los objetivos el estudio de esta

actividad.

Ensayo de actividad captadora de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

Los resultados de la actividad captadora de radicales DPPH de los distintos
extractos de P. avium se muestran en la figura 26. Se puede observar que los extractos

de AcOEt, BuOH y H>O mostraron buena actividad antioxidante en este ensayo.
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Figura 26. Porcentaje de inhibicidén de la sefial de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH, 250 uM) del extracto
de acetato de etilo (AcOEt, 0,025-1 mg/ml), de la fraccion butandlica del extracto hidrometandlico (BuOH, 0,025-1
mg/ml), de la fraccidn acuosa del extracto hidrometandlico (H,0, 0,025-1 mg/ml), de la decoccién del marco vegetal
(Decoccion 30, 0,1-1 mg/ml), de la infusién (0,1-1 mg/ml) y de la decoccién (Decoccién 5, 0,1-1 mg/ml).

Como se puede ver en la tabla 14, el valor de la CEso nos indica que el orden de
potencia es: AcOEt > BUuOH > H>O. En los otros tres extractos ensayados no se pudo
calcular la CEso, dado que con las concentraciones utilizadas no se alcanzo el 50% de la
actividad antioxidante. En este estudio, los extractos (AcOEt, BuOH y H>O) mostraron
una mayor capacidad antioxidante que los preparados tradicionales con agua (infusion y
decoccion), lo que concuerda con los resultados obtenidos por Bastos et al. (2015). En
dicho trabajo ensayaron un extracto que mostr6 un valor de CEso similar al obtenido en
este estudio para la fraccion acuosa del extracto hidrometandlico. Aunque no se han
podido determinar los componentes de este extracto, puede ser que tenga una
composicion similar al obtenido por estos autores, lo que justificaria su actividad. El
fraccionamiento llevado a cabo en nuestro estudio nos ha proporcionado otros extractos
(AcOEt y BuOH) con mayor actividad. En el caso de la infusién y la decoccion,
nuestros resultados indican una menor potencia. En este sentido, un estudio realizado
por Ballistreri et al. (2013) reportdé que los frutos de distintos genotipos de cereza

contienen cantidades distintas de compuestos fendlicos. Es posible que la razon de la
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diferencia entre los datos obtenidos en este estudio y los resultados obtenidos por Bastos

et al. (2015) sea la diferencia en el genotipo de P. avium utilizado en cada estudio.

Tabla 14. Concentracioén eficaz 50 (CEso) obtenida con los extractos y fracciones de rabos de cereza en el
ensayo con DPPH

Extracto ACcOEt BuOH H.O

CEso (ng/ml) 1039 160+13 312+14

Determinacién del radical superoxido

e O producido por NADPH-oxidasa:

Se decidio realizar este ensayo con los extractos de AcOEt y BuOH, ya que
mostraron mayor capacidad antioxidante en el ensayo de captacion de radicales DPPH,
y con la infusion, porque entre los dos extractos que simulan el consumo directo, fue el
gue mayor efecto vasodilatador mostro.

En la figura 27, se puede ver que tanto el extracto BuOH como el extracto
AcOEt mostraron diferencias significativas respecto a su control (DMSO), pero no asi
la infusién. Esto significa que estos dos extractos son capaces de reducir la generacién

de radicales O>~ estimulada por NADPH.
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Figura 27. Captacién del anién superdxido producido por NADPH en arteria aorta de ratas Wistar del
dimetilsulféxido (DMSO), del extracto de acetato de etilo (AcOEt, 100 ug/ml), de la fraccién butandlica del extracto
hidrometandlico (BuOH, 50 pug/ml) y de la infusién (Infu, 150 ug/ml). * p<0,05 vs DMSO.

e O producido por pirogalol:

Para la realizacién de este ensayo se utilizaron los extractos y concentraciones
utilizados en el ensayo descrito previamente y una concentraciéon similar a la CEso
obtenida en el ensayo del efecto vasodilatador de todos los extractos, excepto del
extracto de AcOEt, que se probd con una concentracion parecida a la de la fraccién
BuOH debido a que este es un ensayo de capacidad antioxidante y previamente se ha
visto que ambos tienen una actividad antioxidante similar.

En la figura 28, se puede observar que todos los extractos, menos Dec. 30,
poseen capacidad neutralizante de O>". El aumento de la concentracion del extracto

BuOH y la infusion incrementd significativamente este efecto antioxidante.
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Figura 28. Captacién del anion superdxido producido por pirogalol (10> M) del dimetilsulfoxido (DMSO), del
extracto de acetato de etilo (AcOEt, 15 y 100 ug/ml), de la fraccién butandlica del extracto hidrometandlico (BuOH,
10 y 50 pg/ml), de la fraccion acuosa del extracto hidrometandlico (H»0, 5 pug/ml), de la decoccidn del marco vegetal
(Decoccion 30, 50 ug/ml), de la infusién (15 y 150 pg/ml) y de la decoccidon (Decoccién 5, 50 pg/ml). * p<0,05 vs
DMSO; # p<0,05 vs AGUA; a p<0,05 vs BUOH-50; b p<0,05 vs Infu-150.

Estos resultados nos indican que las fracciones menos polares manifestarian una
actividad antioxidante consecuencia tanto de su capacidad captadora de O2~ como
inhibidora de la NADPH oxidasa. La capacidad de los flavonoides para inhibir la
NADPH oxidasa ya ha sido descrita con anterioridad, si bien, la potencia o la capacidad
para inhibir esta enzima depende de la estructura (Mladenka et al., 2010; Nijveldt et al.,
2001). La infusion, sin embargo, mostro capacidad de neutralizacion de Oy, al igual
que la mayoria de los extractos acuosos, pero no presentd actividad en el ensayo
realizado con NADPH oxidasa. Esto podria deberse a que la proporcion de los

compuestos inhibidores de esta enzima no es suficiente para observar dicha actividad.

Disfuncion endotelial por pirogalol:

Teniendo en cuenta que la accion de los extractos esta relacionada con la via del
NO vy el efecto captador de radicales que mostraron en los ensayos de actividad

antioxidante, se realizé un ensayo en el que se indujo una disfuncion endotelial como
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consecuencia del incremento de O~ generados por autooxidacion del pirogalol. Las
concentraciones utilizadas, que podemos observar en la tabla 15, se seleccionaron
teniendo en cuenta las respuestas obtenidas tanto en los ensayos de actividad

antioxidante como en los ensayos de reactividad vascular.

Tabla 15. Concentracion en el bafio utilizada en la incubacién.

Extractos ACcOEt ACcOEt BuOH BuOH H.O

Concentracion 15 100 10 50 5

(Mg/ml)

Como se observa en la figura 29, la relajacion a ACh se pierde casi por completo
después de la incubacion con pirogalol. En presencia de los extractos, en contra de lo
que cabria esperar teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de
captacion de radicales, la relajacion solo se recupera ligeramente. Es posible que con las
dosis utilizadas los extractos no tengan efecto cuando el tejido vascular esta presente.

Se hicieron ensayos con concentraciones superiores de los extractos AcOEt y
BuOH, pero los resultados preliminares obtenidos no mostraron una mejora de la

disfuncion endotelial provocada por pirogalol.
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Figura 29. Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (ACh, 108-10* M) en arteria aorta de ratas Wistar
precontraidas con fenilefrina (10 M) e incubadas con pirogalol (PYR, 105 M) y con dimetilsulféxido (DMSO), con el
extracto de acetato de etilo (AcOEt, 15 pg/ml), con la fraccion butandlica del extracto hidrometandlico (BuOH, 10
ug/ml) y con la fraccidn acuosa del extracto hidrometandlico (H,0, 5 pug/ml).
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Conclusiones y perspectivas futuras

En este trabajo se ha llevado a cabo el fraccionamiento y la caracterizacion
quimica de algunos extractos de los rabos de cerezas y la determinacion de la actividad
farmacologica en aorta de rata, asi como su capacidad antioxidante. Las conclusiones

obtenidas en este trabajo se resumen en los siguientes puntos:

1. Se han obtenido 7 extractos y el de mayor rendimiento ha sido el
hidrometandlico con un 16%. Esto indica que la mayor parte de los componentes
extraidos son compuestos polares.

2. Los extractos méas apolares de P.avium presentaron en su composicién 13
compuestos: 7 hidrocarburos lineales, 1 acido graso y 5 fitosteroles.

3.  Todos los extractos presentan una accién vasodilatadora con el siguiente orden
de potencia: H2O > BUOH > Infu > Dec. 5 > AcOEt > Dec. 30. En todos los
casos el efecto relajante se pierde cuando se elimina el endotelio o se incuba con
L-NAME, lo que indica que es un mecanismo relacionado con la via del NO.

4.  La incubacién previa con indometacina reduce ligeramente la relajacion del
extracto BUOH, lo que hace pensar en una pequefia participacion de las
prostaglandinas en su efecto.

5.  Todos los extractos presentan actividad captadora de radicales DPPH, siendo el
mas potente el de AcOEt y, a excepcion de la Dec. 30, muestran una actividad
neutralizante de los radicales O~ formados por autooxidacion de pirogalol.
Ademas, los extractos de BUOH y AcOEt presentan capacidad para inhibir la
NADPH-oxidasa.

Como futuro trabajo seria interesante realizar la caracterizacion quimica de los
extractos de P. avium L. utilizados en los ensayos de actividad farmacoldgica, lo que nos
permitiria conocer los compuestos responsables de su actividad y profundizar en los
mecanismos de accion. También seria interesante realizar ensayos de toxicidad de los

extractos.
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ANEXO |
Actividad antihelmintica de los extractos de Prunus avium L.

Durante la realizacion de este trabajo, desde el Area de Parasitologia de la
Universidad de Salamanca, mostraron interés en el uso de distintos extractos naturales
para la optimizaciébn de un método de analisis de actividad antihelmintica en
Strongyloides venezuelensis. Este proyecto fue realizado por Sergio Parejo, con la
orientacion del Dr. Julio Lopez Aban.

Se ensayo la actividad antihelmintica de los nueve extractos de P. avium, junto
con otros extractos disponibles, contra las larvas L3 de S. venezuelensis mediante
microscopia Optica y el ensayo colorimétrico MTT basado en la actividad de las
mitocondrias. Se probaron dos concentraciones distintas para cada extracto (10 y 100
pg/ml). A estas concentraciones, los extractos procedentes de Prunus avium mostraron
viabilidades mayores al 90% en cada uno de los extractos, por lo que no se encontr6
capacidad de inhibicion significativa de la motilidad respecto a las larvas en PBS y por

tanto no se encontré actividad antihelmintica en estos extractos.
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