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RESUMEN

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) constituyen el principal problema de
salud a nivel mundial, situacion que determina un gasto en salud, que va desde un 5% a
un 15% del PIB. Dentro de las ECNT, las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de morbilidad y mortalidad en Chile. Estas enfermedades estan intimamente
ligadas a estilos de vida no saludables. Las evidencias cientificas muestran una relacion
positiva entre la generacién de radicales libres altamente reactivos, disfuncion endotelial y
enfermedad cardiovascular. En el presente trabajo se evalu6 el eventual efecto protector
de trans-resveratrol (tRV) en anillos de aorta aislada de rata. Con este propoésito, anillos
de aorta de rata (Sprague Dawley), fueron sometidos a condiciones de estrés oxidativo
mediante incubacién con peréxido de hidrégeno, en presencia o ausencia de tRV, y
posteriormente, fueron montados en un bafo de érgano provisto de un poligrafo para el
registro de tension isométrica. Se midieron los siguientes biomarcadores: contraccion
méaxima a KCl 70 mM (Emax-K* 70 mM), contraccion maxima a fenilefrina (Fe) (10" y 10°
M) (Emax-Fe), relajacion maxima a acetilcolina (ACh) (Emax-ACh) y la pD, de acetilcolina
(pD2-ACh). Sélo el biomarcador de contractibilidad Emax-K* 70 mM mostré un incremento
significativo respecto del control, cuando los vasos fueron incubados en presencia de 1y
10 uM de tRV/Locke, respecto del control sin tRV. Sobre la base de los amplios efectos
reportados para tRV como agente antioxidante, principalmente en ensayos realizados a
nivel celular, los resultados obtenidos en este trabajo muestran la necesidad de abordar
estrategias metodoldgicas que permitan la evaluaciébn de agentes antioxidantes en
diferentes niveles de complejidad, teniendo en mente la busqueda de biomarcadores mas

representativos de la complejidad biolégica.
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ABSTRACT

Non-transmissible chronic diseases (NTCD) constitute the main health problem worldwide,
situation that determines a cost in health, from 5% to 15% of the GDP. Within NTCD,
cardiovascular diseases are the main cause of morbidity and mortality in Chile. These
diseases are closely linked to unhealthy lifestyles. The scientific evidence shows a positive
relationship between the generation of highly reactive free radicals, endothelial dysfunction
and cardiovascular disease. In the present study we evaluated the possible protective
effect of trans-resveratrol (tRV) in rat isolated aortic rings. For this purpose, aortic rings of
rats (Sprague Dawley) were exposed to oxidative stress conditions by incubation with
hydrogen peroxide in the presence or absence of tRV. Rings were mounted in an organ
bath equipped with a polygraph for isometric tension recording. The following biomarkers
were measured: maximal contraction to KCI 70 mM (Emax-K* 70 mM), maximal
contraction to phenylephrine (Fe) (10-7 and 10-6 M) (Emax-Fe), maximal relaxation to
acetylcholine (ACh) (Emax-ACh) and the pD, of acetylcholine (pD,-ACh). When vessels
were incubated in the presence of 1 and 10 mM tRV/Locke only Emax-K* 70 mM
biomarker a significant increase compared to control (without tRV) were showed. The
other biomarkers showed no significant difference compared to controls. On the basis of
the wide effects reported for tRV as an antioxidant, particularly in trials conducted at the
cellular level, the results of this study show the need to address methodological strategies
that allow the evaluation of antioxidants in different levels of complexity. We must seek for

biomarkers most representative of biological complexity.



1. INTRODUCCION

1.1. Evidencia Epidemioldgica.

Desde hace varias décadas las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)
constituyen el principal problema de salud a nivel mundial (OMS, 2009). Dentro de las
ECNT, las enfermedades cardiovasculares (ECV) y las neoplasias malignas representan
practicamente el 90% de este item. Esta situacién determina un gasto en salud a nivel
mundial, que comprende desde un 5% a un 15% del PIB (Anexo |y lI).

Chile se encuentra en una etapa de transicion epidemioldgica, que se caracteriza
por presentar un incremento en la prevalencia de ECNT representando dos tercios de la
mortalidad de la poblaciéon adulta en el pais (INE, 2006; Icaza y cols, 2009). En Chile,
dentro de los 5 primeros grupos de mortalidad con el mayor impacto en el afio 2003, las
ECV constituyeron la primera causa de muerte (28,4%), seguida de tumores malignos
(TM) (23,5%), enfermedades del sistema respiratorio (ESR) (8,9%), causas externas de
morbilidad y mortalidad (8,9%) y enfermedades del sistema digestivo (ESD) (7,9%) (INE,
2006) (Anexo llly 1V).

Dado el alto impacto médico y econdmico de las ECV en la sociedad, hay una
clara necesidad de definir estrategias rentables para la prevencién de esta enfermedad
(Ratner y cols, 2009; Fagalde y cols, 2005). La patogénesis del desarrollo de la lesion
coronaria, es un proceso multifactorial, el cuél implica el dafio de un numero de diferentes
tipos celulares (células musculares lisas vasculares (MLV), células inmunoldgicas, células
endoteliales vasculares) y covariantes que estan ligadas intimamente al estilo de vida no
saludable (malos habitos alimenticios, sedentarismo, exposicion a determinados

xenobidticos, estrés y predisposicion genética) (Chaves y cols, 2009).



1.2. El Estrés Oxidativo y su efecto en el endotelio.

La experiencia clinica y los estudios prospectivos permiten establecer una
asociacion inequivoca entre el estrés oxidativo y la enfermedad cardiovascular. El estrés
oxidativo es un evento precoz en el desarrollo de la disfuncion endotelial y de la
subsecuente enfermedad cardiovascular. Afortunadamente, el aumento del estrés
oxidativo y su impacto sobre la funcion endotelial es reversible y/o controlable (Masnatta y
cols, 2003).

La alteracion del funcionamiento normal del endotelio se ha denominado
"disfuncién endotelial* y es un importante marcador y un probable participante en la
iniciacion y la progresion de muchas formas de enfermedades cardiovasculares (Chaves y
cols, 2009; Stocker y Keaney, 2004; Vallance y Chan, 2001).

El endotelio es un érgano de mudltiples funciones, entre las que se encuentran
principalmente la regulaciéon del tono vasomotor, el mantenimiento de una superficie no
trombogénica, la funcion de barrera fisica vascular (controlando la permeabilidad y el
pasaje de solutos y macromoléculas) sobre las células musculares lisas, el control de la
proliferacién del musculo liso subyacente, y el control del pasaje subendotelial de
neutrofilos, monocitos y linfocitos. Estas funciones son posibles gracias a la habilidad del
endotelio para detectar estimulos humorales y hemodindmicos y, en funcién de éstos,
producir una serie de respuestas con la finalidad de mantener la homeostasis vascular
(Masnatta y cols, 2003).

El endotelio juega un papel protagénico en la modulacién del tono vascular a
través de la liberacion de factores vasodilatadores como el Oxido nitrico (ON), la
prostaglandina 12 (PGI2), el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), y
vasoconstrictores como el tromboxano (TXA2), la prostaglandina H2 (PGH2) y la
endotelina (ET). Asimismo, los niveles de especies antioxidantes intracelulares, cisteina
(CYS) o glutation (GEH), y la actividad de enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT), contribuyen al mantenimiento del
equilibrio 6xido-reductor (REDOX), compensando el incremento del estrés oxidativo
generado por las especies oxigeno reactivas (ROS) (Mas, 2009; Masnatta y cols, 2003).



La adrenalina y la noradrenalina son aminas vasoactivas que se encuentran en
cantidad significativa en sangre; la adrenalina es liberada por la médula suprarrenal y la
noradrenalina por las terminaciones nerviosas; estimulando los receptores a y [-
adrenérgicos. La acetilcolina (ACh) actla sobre las células endoteliales, estimulando la
produccion del factor de relajacion endotelial (EDRF), hoy conocido como Oxido nitrico
(ON) (Brown, 2006), el mismo que al estimular la guanilatociclasa del musculo vascular
produce el monofosfato ciclico de guanidina, (GMPc) (Versari y cols, 2009) responsable
directo de la relajacion del musculo liso vascular. El ON endotelial se forma del nitrdgeno
de guanidina de L-arginina por accion de la sintasa del ON (ONS) endotelial, dependiente
de Ca?'/calmodulina, de forma tal que la administracion exégena de L-arginina estimula la
produccion de ON, mientras que andlogos de L-arginina como L-NAME, actdan como
antagonistas competitivos de la 6xido nitrico sintasa (ONS) inhibiendo la produccion de
ON. (Masnatta y cols, 2003) (Anexo V).

Los principales efectos del ON son: a) potente accion vasodilatadora, b) mediador
intercelular en la regulacion de la resistencia vascular, c) distribucion del flujo sanguineo,
d) regulacién del aporte de oxigeno (O.), e) participa en la regulacién del balance de Na* y
la presiéon arterial. EI exceso de ON produce hipotension, mientras que su inhibicion
vasoconstriccion patoldgica e isquemia tisular (Grover y Zavalza, 2009, Moncada y Higgs,
2006).

El estrés oxidativo tiene gran influencia sobre la funcion del ON, ya que el exceso
de aniones superéxido (¢O,) interacciona con el ON formando peroxinitrito (ONOQO)
disminuyendo la biodisponibilidad del ON y al inhibir la accién de la superéxido-dismutasa
produce acido nitroso (HNO,), disminuyendo el pH del medio. De esta manera, los niveles
de «O, pueden determinar si el ON ejerce un papel protector o perjudicial (Schmitt y
Dirsch, 2009; Mas, 2009).



Los «O; se producen tanto en la célula endotelial como en el MLV, mediante una
serie de oxidasas que incluyen a NADPH oxidasa, xantino oxidasa, ciclooxigenasa y la
propia eNOS bajo condiciones de desacoplamiento, asi como la cadena de electrones
mitocondrial durante el curso normal de la fosforilacion oxidativa, esencial para la
generacion de ATP (Mas, 2009; Versari y cols, 2009).

En condiciones normales el *O, es eliminado rapidamente por los mecanismos de
defensa antioxidantes. Este es transformado en peréxido de hidrogeno (H.O,) por la
superéxido dismutasa dependiente de Manganeso (MnSOD) en la mitocondria y por
superéxido dismutasa dependiente de Cobre (CuSOD) en el citosol. El H,O, se convierte
en H,O y O, mediante glutation peroxidasa (GSH peroxidasa) en la mitocondria, o por
catalasas en lisosomas. El H,O, se puede convertir en ON en presencia de Hierro o
Cobre. En células endoteliales, el H,O, media apoptosis y angiogénesis patoldgica
(Grover y Zavalza, 2009; Schmitt y Dirsch, 2009).

Durante los Ultimos afios, una serie de estudios han demostrado que el exceso de
generacién de radicales libres altamente reactivos, provoca estrés oxidativo y
consecuentemente deterioro en la vasodilatacion dependiente del endotelio y una mayor
sensibilidad del endotelio a la vasoconstriccion, agravando el desarrollo y la progresién de
las enfermedades cardiovasculares y sus complicaciones (Stocker y Keaney, 2004;
Vallance y Chan, 2001). También se ha demostrado que, en ausencia de una funcion
endotelial intacta, o inclusive durante el proceso normal de envejecimiento, la capacidad
de sintetizar y liberar ON y otros autacoides endoteliales se ve disminuida, y en
consecuencia la capacidad de vasodilatar las arterias se reduce (Stocker y Keaney,
2004).

La instauracién del proceso de estrés oxidativo ocurre por la existencia de un
desequilibrio entre los sistemas oxidativos y los mecanismos antioxidantes, a favor de los
primeros, llevando a la generacion de grandes cantidades de radicales libres o detrimento
de la velocidad de neutralizacion de éstos. Este proceso conduce a la oxidacion de
biomoléculas con la consiguiente pérdida de sus funciones bioldgicas; asi como al
descontrol homeostéatico junto al potencial dafio oxidativo contra las células y tejidos
(Stocker y Keaney, 2004).



Tal como se menciond anteriormente, el estrés oxidativo se refiere a una condicion
en la cual las células son sometidas a excesivos niveles de oxigeno molecular o sus
derivados quimicos llamados ROS y especies reactivas de nitrégeno (RNS). Las ROS
incluyen a radicales libres, tales como *O5’, hidroxilo (OH"), peroxilo (*RO,’) e hidroperoxilo
(*HROy), asi como especies no radicalarias, tales como H,0O, y acido hidrocloroso (HOCI).
Por su parte, las RNS incluyen radicales libres tales como ON y diéxido de nitrégeno
(*"NO,), asi como a especies no radicalarias, principalmente ONOO’, oxido nitroso (HNO,)
y alquil peroxinitratos (RNOO) (Stocker y Keaney, 2004; Vallance y Chan, 2001)

1.3. Biomarcadores.

En los udltimos afios se ha despertado un gran interés en la evaluacién de
antioxidantes con miras a prevenir o retardar las complicaciones derivadas del estrés
oxidativo. Sin embargo, la falta de biomarcadores adecuados para establecer la
bioactividad de fitoquimicos antioxidantes ha llevado a limitaciones en el desarrollo de
antioxidantes mas efectivos (Romero y cols, 2009). Es por ello que a pesar de la gran
evidencia de los efectos nocivos del estrés oxidativo y su relacion con una alimentacion
no saludable, en la actualidad, la informacién validada cientificamente en relacion a
fitoquimicos es escasa y relativa, lo que se debe principalmente a la falta de un enfoque
farmacolégico de los ensayos biologicos, asi como a una mirada parcial de los
paradigmas empleados (Romero y cols, 2009).

Un biomarcador se define como una caracteristica, que se puede medir y evaluar
objetivamente como indicador de procesos bioldégicos normales, procesos patolégicos, o
respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica. Se dispone de varios
marcadores in vitro de estrés oxidativo, incluyendo biomarcadores de ROS/RNS, sin
embargo, la mayoria tienen limitaciones para evaluar estrés oxidativo in vivo debido a que
carecen de sensibilidad y/o especificidad o requieren métodos invasivos (Dalle-Done y
cols, 2006). Los biomarcadores son utilizados como indicadores del dafio oxidativo,
aparicion temprana de la enfermedad, progresion de la enfermedad y evaluacion de la
eficacia de terapia antioxidante entre otras (Halliwell y Whiteman, 2004).



La investigacion cientifica que se ha llevado a cabo en las Ultimas décadas, ha
demostrado el papel que juegan ciertos componentes quimico-nutricionales en la
prevencion y tratamiento de muchas enfermedades. Esta situaciébn ha provocado un
cambio del simple concepto de alimento como fuente de nutrientes, a uno mas integral
que traduce la potencialidad que los alimentos pueden tener, no sélo de nutrir, sino
también de disminuir el riesgo, prevenir y tratar enfermedades (Sedé, 2001).

1.4. Relacion entre el vino tinto y la Paradoja Francesa.

En los afios recientes, los estudios sobre el consumo de vino tinto han recibido un
gran interés, tanto por parte de la comunidad cientifica como del publico en general. Las
tasas de mortalidad por ECV son mucho mas bajas en Francia que en otros paises
industrializados como USA y Gran Bretafia. Esta diferencia se presenta a pesar de que los
consumos de grasa saturada son similares (14 a 15% de las calorias diarias) y también son
similares los niveles de colesterol plasmatico, alrededor de 230 mg/dL (Pasten y cols, 2006).
Este hecho se conoce como la paradoja francesa de la enfermedad coronaria
arterioesclerética. La explicacion propuesta se relaciona con la dieta propia de las
poblaciones francesas, dieta de tipo Mediterraneo (poca mantequilla, y mucho pan, verduras,
frutas, queso, grasa vegetal y vino). En particular se atribuye un papel clave al consumo
prolongado y moderado de vino tinto, entre 270 y 400 ml diarios (Pervaiz, 2003). El papel
protector atribuido al vino tinto en este caso, se apoya en observaciones previas que
mostraron una relacion inversa entre consumo de alcohol y mortalidad cardiovascular,

particularmente en relacion con el vino tinto (Orallo y cols, 2001; Lastra y Villegas, 2007).

El vino, ademas de alcohol, contiene una gran variedad de compuestos polifenélicos
que actuarian como antioxidantes. Los polifenoles son los fitoquimicos mas importantes de
la uva porque poseen actividades biolégicas asociadas a la promocién de la salud (Xia y
cols, 2010).



1.5. Polifenoles.

Los polifenoles pueden ser divididos en varios subgrupos atendiendo a su
estructura basica. Debido a la gran variedad de estructuras quimicas que poseen los
polifenoles, se agrupan en diferentes clases (Figura 1), dependiendo del nimero de
anillos fendlicos que posean y el tipo y nimero de elementos estructurales unidos a estos
anillos (Erdman y cols, 2007). Entre los compuestos polifenélicos del vino tinto que
presentan actividad beneficiosa para la salud se encuentran los acidos fendlicos (acidos
ferdlicos, cumaricos, cinamicos, vainillicos, cafeicos); trihidroxistilbenos (resveratrol y
polidatina) y flavonoides (catequinas, epiquercetina, quercetina) (Nicholson y cols, 2008;
Orallo y cols, 2002).

Muchos de los compuestos fendlicos son en parte responsables de las
propiedades organolépticas de los alimentos de origen vegetal y, por tanto, tienen

importancia en la calidad de los mismos.

Phytochemicals

I 1
Alkaloids Sterols Carotenoids Phenolics Terpenes Fiber Organo S & Se
Compounds

T T 1
Flavonoids [ Tannins J L Coumarins ] [ Stilbenes J

Derived tannins
(e.g.. theaflavins)

Phenolic Acids

Hydroxybenzoic acid ] Flavonols

Hydroxycinnamic acid J Flavones ] Hydrolyzable tannins J

(e.g.. gallic/ellagic acid esters)

Flavan-3-als
Flavanones
Anthocyamidins

Isoflavones

Figura I. Clasificacion de los fitoquimicos (Erdman y cols, 2007).



Se ha demostrado que los compuestos polifendlicos del vino tienen variadas
funciones relacionadas a ECV: disminuyen la oxidacion de las LDL (lipoproteinas de baja
densidad, en inglés) causantes de la ateroesclerosis (Stoclet y cols, 2004); inhiben la
agregacion plaquetaria (Pasten y cols, 2006, Manach y cols, 2004); aumentan la éxido
nitrico sintetasa y la vasorrelajacion del endotelio; mejoran la vascularidad y disminuyen el

dafio oxidativo al ADN (Xia y cols, 2010; Lastra y Villegas, 2007; Gresele y cols, 2008)

Como los efectos beneficiosos y protectores del vino tinto son independientes de
su contenido en alcohol, en estos ultimos afios se han realizado intensas investigaciones

para identificar los principios activos responsables.

1.7. Estilbenos.

Los estilbenos son moléculas ampliamente distribuidas en plantas superiores. Sin
embargo, las fuentes potenciales de estilbenos en nuestra dieta quedan esencialmente
restringidas a la uva, vino tinto, cacahuetes y algunas bayas (grosella negra, arandanos
etc.). Los estilbenos mas representativos son el resveratrol y su glucésido piceido, el
piceatanol, asi como dimeros y trimeros de resveratrol que dan lugar a las viniferas. De
todos, es el resveratrol, con diferencia, el que mas ha atraido la atencidn,
fundamentalmente por sus potenciales actividades promotoras de la salud (Chong y cols,
20009).

Los estilbenos (derivados hidroxilados del (E)-1,2-difenileteno) son metabolitos
secundarios de origen natural, también clasificados como fitoalexinas. Las fitoalexinas son
un grupo de sustancias de bajo peso molecular cuya concentracion en la planta es
normalmente muy baja (casi indetectable), pero que la planta sintetiza expresamente para
hacer frente a agresiones externas tales como estrés ambiental, privacion de agua, la
radiacion ultravioleta, contra ataque de hongos o infeccion bacteriana. Por ejemplo, el
contenido de resveratrol (RV) en la uva es apenas detectable, excepto ante situaciones
puntuales como puede ser el ataque del hongo Botrytis o cuando es irradiada con luz

ultravioleta, donde puede aumentar hasta 2.000 veces respecto a su contenido inicial.



Con el tratamiento mediante la luz ultravioleta se ha abierto la posibilidad de
comercializar “uvas funcionales” debido al aumento considerable del contenido de
resveratrol de estas uvas (en torno a 15mg/Kg uva), asi como productos con alto
contenido en resveratrol (nutracéuticos) que pudieran derivarse de éstas. En el caso del
vino, los niveles de RV van a depender de la variedad de uva, de las condiciones
climaticas, asi como de los procedimientos enoldgicos empleados (tiempo y tipo de
maceracion, etc.). Se han descrito concentraciones de RV de 0,3 a 8 mg/mL en vino tinto,
de 1,3 a 3 mg/L en vino rosado y de 0,1 a 1,2 mg/L en vino blanco. (Das y Maulik, 2006;
Pervaiz, 2003; Lastra y cols, 2007).

1.7. Resveratrol

El RV es un compuesto que fue descubierto en 1940, cuya estructura corresponde
al [(E)-1-(3,5-dihidroxifenil)-2-(4-hidroxifenil) eteno] (Figura Il), es uno de los principales
polifenoles del tipo estilbeno caracterizado como una fitoalexina. El interés por este
compuesto desperté cuando estudios epidemiolégicos revelaron una relacion inversa
entre el consumo de frutas y bebidas ricas en RV, como las uvas y el vino tinto, y la
aparicion de enfermedades CV, concretamente cuando se observo el fenédmeno conocido

como la paradoja francesa.

La fuente mas rica en RV proviene de las raices de Polygonum cuspidatum (Ko-jo-
kon). Ademds, se puede encontrar en una gran cantidad de frutos, como en las uvas,
berries, mani, manzanas, y una gran variedad de flores y hojas incluyendo gnetum,
eléboro blanco, lilium, arbol de orquideas de mariposas, eucaliptos, abetos, poaceae, y
pinos (Pirola y Frojdo, 2008; Das y Maulik, 2006; Baur y Sinclair, 2006; Harb y cols, 2009).
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Estilbeno Resveratrol

Figura Il. Estructura quimica del resveratrol, modificada de Pirola y Fr6jdd, 2008.

El RV se sintetiza principalmente en las células de la piel de la uva (Baur y Sinclair,
2006; Pervaiz, 2003; Nicholson y cols, 2008) (Anexo VI). Segun su estructura quimica, el
RV se puede encontrar en las formas isométricas: cis y trans, pero sélo la isoforma trans-
ha sido aislada en la uva (Figura Ill). En las plantas, existe mayoritariamente en su forma
glicosilada (Pervaiz, 2003; Athar y cols, 2007). Su isomerizacién de trans-resveratrol (tRV)
a cis-resveratrol es facilitada por la exposicion a radiacién UV, por lo tanto, tRV es

relativamente mas estable si se le protege de alto pH y de la luz (Pervaiz, 2003).

OH
~
HO "‘/_-:::- \ II'I'"--?y \::::—{\ -
~~;’/ OH

Cis-Resveratrol
Trans-Resveratrol

Figura lll. Isofomas estructurales de Resveratrol, modificada de Baur y Sinclair, 2006.
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1.8. Biodisponibilidad y Metabolismo del tRV.

El tRV, se absorbe satisfactoriamente del intestino y se distribuye en diferentes
tejidos. En plasma se alcanza un pico de concentracién a los 30 minutos de la
administracion oral (Harb y cols, 2009; Almeida y cols, 2009; Brites y cols, 2010). Se ha
observado que tiene una vida media muy corta resultando en una baja biodisponibilidad.
El metabolismo es fundamentalmente hepdético fase I, glucuronidacién y sulfatacion.
(Cottart y cols, 2010). Ambos isbmeros, cis- y trans-resveratrol experimentan conjugacion
por uridina difosfato glucuronosiltransferasas (UGTs) para formar dos glucurénidos (3-O-
glucuronido y 4’-O-glucuronido). El tRV también sufre conjugacion con sulfatos por las
sulfotransferasas (SULTs) para formar resveratrol 3-O-sulfato en humanos (Figura IV)
Ademas se generan otras conjugaciones (4'-sulfato, 3,5-disulfato, 3,4'-disulfato, 3,4’, 5
trisulfato) que han sido identificadas en ratas. Estudios in vitro han demostrado que el
tRV puede ser hidroxilado por CYP1B1 a piceatanol (3,3’,4’5-tetrahidroxiestilbeno) que por
si mismo tiene propiedades antitumorales y potencial inhibitorio de tirosina cinasa
(Shankar y cols, 2007).

Metabolic Pathway of Resveratrol
Resveratrol

%

N

\ o
Resveratrol-3-O-sulfate Resveratrol-3-O-glucuronide
Resveratrol-4'-O-sulfate Resveratrol-4'-O-glucuronide
Resveratrol-3,4'-0-sulfate

Figura IV: Rutas metabdlicas del tRV (Shankar y cols, 2007).
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1.9. Propiedades Biol6gicas del RV.

Existe un cUmulo de evidencia cientifica relevante donde se demuestran varias
propiedades biolégicas del RV, (Figura V) dentro de los cudles destacan: efecto
cardioprotector, quimiopreventivo, neuroprotector, antiinflamatorio, y antienvejecimiento,
asi como sus potenciales usos en la industria de nutracéuticos, farmacéutica y de

alimentos.

Antitumor activity, Chemoprevention
Inhibits NF-xB activation, Proliferation,
Causes S-phase arrest, Induces apoptosis
of myeloid leukomia cells

Prevents prostate and
Pancreatic, gastric
and thyroid cancer

Reduces platelet adhesion,
Monocyte adhesion
(anti-inflammatory response)

Cardioprotection| |Prevents LDL oxidation
Protects from UV [e—

" |Protects lung from DNA
Radiation injury rotects lung from

Damage and apoptosis

| Neuroprotection
Protects cerebral

ischemic injury
Reversible inhibition of herpes
Inhibited growth of simplex virus types 1 & 2 replication

H. pylori

Anti-Aging

Figura V. Efectos biolégicos atribuidos al Resveratrol, modificada de Das y Maulik, 2006.

1.9.1. Cardioproteccion

Una via cardioprotectora se explica mediante la neutralizacion de diversos
oxidantes (radicales libres) y la reduccion de los niveles de colesterol y triglicéridos (al
inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad) (Das y Maulik, 2006; Pirola y
Fr6jdo, 2008; Sadruddin y Arora, 2009; Millan y cols, 2008). In vitro, tRV inhibe la

agregacion plaquetaria, de ahi sus efectos antitromboticos.
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También se ha demostrado que inhibe la expresion de las moléculas de adhesion
en células endoteliales en cultivo e inhibe la proliferacién de las células del musculo liso
vascular, limitando uno de los primeros pasos de la formaciéon de aterosclerosis (Das y
Maulik, 2006; Pallas y cols, 2009; Baur y Sinclair, 2006; Strocker y Keaney, 2004).

Otra via de cardioprotecciéon es a través de la estimulacion de las enzimas
catalizadoras de ON, lo que proporciona vasodilatacion y ayuda a la prevencion de
problemas cardiovasculares (Burstein y cols, 2007; Das y Maulik, 2006, Baur y Sinclair,
2006; Nicholson y cols, 2008; Millan y cols, 2008; Chaves y cols, 2009).

1.9.2. Quimioproteccion

Se ha demostrado que el tRV junto a otros compuestos relacionados
estructuralmente — los 5-alquenil-resorcinoles — poseen actividad antileucémica y
antitumoral. El tRV ha mostrado ser eficaz en modelos celulares con diversos tipos de
cancer humano, al inhibir la proliferacion de una gran variedad de lineas celulares de

cancer (Pirola y Frojdo, 2008; Millan y cols, 2008).

En los cultivos celulares el RV induce la detencion del ciclo celular permitiendo
ganar tiempo para reparar el ADN dafiado, inducir la activaciéon de las vias que conducen
a la apoptosis cuando existe dafio irreversible a la célula, e inhibir la proliferacién de
células neoplasicas, contribuyendo a la prevencién del cancer (Pirola y Frojdo, 2008; Baur
y Sinclair, 2006; Millan y cols, 2008). También se ha comprobado in vitro que inhibe la
angiogénesis y la invasion tumoral a los tejidos. Por otra parte, destaca el efecto
quimiopreventivo cutaneo del RV (in vitro e in vivo) debido a que proporciona
fotoproteccién contra los rayos UV-B (Das y Maulik, 2006).

Por su parte, tRV es capaz de inhibir enzimas del citocromo P450, pudiendo tener
efectos preventivos en el cancer, ya que estas enzimas estan implicadas en la produccién
de metabolitos con alto poder carcinogénico. Recientemente se ha asociado a tRV con la
expresion del gen SIRT, implicado en la inhibicion de la tumorogénesis, pero aun no se ha
estudiado por completo las vias por las cuales actia (Pirola y Frojdd, 2008; Baur y
Sinclair, 2006; Pervaiz, 2003; Athar y cols, 2007; Millan y cols, 2008).
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1.9.3. Accion Fitoestrogénica.

Cabe destacar que el tRV ha sido reconocido como un fitoestrégeno basado en la
similitud estructural con el estrégeno sintético dietilbestrol (DES) (2 anillos fendlicos
unidos por un enlace doble estireno generando un 3,4°,5-trihidroxiestilbeno), pudiendo de
esta manera unirse a receptores estrogénicos (RE), generando una actividad estrogénica
(Das y Maulik, 2006; Baur y Sinclair, 2006; Gehm y cols, 1997).

1.9.4. Neuroproteccion.

Varios estudios en modelos animales sugieren que tRV puede reducir la incidencia
de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
de Parkinson, mediante la activacion de las moléculas SIRT1. Igualmente se ha
observado in vitro que tRV puede activar algunas de las enzimas neuronales (AMP-
kinasa) que se estimulan bajo la restriccion caldrica proporcionando un efecto
neuroprotector (Pallas y cols, 2009; Pervaiz, 2003).

1.9.5. Efecto Antiinflamatorio.

La accion antiinflamatoria del tRV se ha propuesto como mecanismo de accion
responsable de varios efectos beneficiosos que se le atribuyen, como accién antitumoral,
acciones sobre el sistema nervioso, el higado o el sistema CV. Esta regulacion de la
respuesta antiinflamatoria se lleva a cabo mediante la inhibicién de la sintesis y liberacion
de mediadores pro-inflamatorios como el TNF-a, modificacion de la sintesis de
eicosanoides, inhibicién de enzimas como iNOS, LOX y COX o inhibiendo factores de
transcripcion pro-inflamatorios como el NF-kB (Lastra y Villegas, 2007; Pdéllas y cols,
2009, Baur y Sinclair, 2006; Pervaiz, 2003; Millan y cols, 2008).
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1.9.6. Efectos metabdlicos.

Estudios recientes realizados en diversas especies, tales como ratones,
Saccharomyces cerevisiae, y C. elegans (Baur y cols, 2006) han sugerido que el RV
modularia la longevidad y regularia la ingesta caldrica, posiblemente a través de las

proteinas sirtuinas.

El tRV ha demostrado ser capaz de reducir los efectos negativos de la obesidad
inducida en ratones por una dieta rica en grasas y energia, reduciendo ademas la
resistencia a la insulina y a la diabetes tipo 2, mediante el aumento y optimizacién del
metabolismo oxidativo y gasto energético en distintos tejidos, como musculo esquelético
(Baur y Sinclair, 2006) higado y tejido adiposo. Ademas este polifenol aumenta la
sensibilidad a la insulina y reduce el desajuste lipidico propio de esta patologia, ya que
modula el metabolismo glucocidico y lipidico a nivel hepatico. EI mecanismo propuesto
para realizar tales acciones se basa en la activacion de la via de la enzima 5° AMPK y de
SIRT1, uno de los siete homdélogos de Sir2 que se encuentran en los mamiferos (Baur y
Sinclair, 2006).

SIRT1 es una deacetilasa dependiente de NAD+, cuya funcién es modular las
rutas metabdlicas derivadas de la restriccion caldrica que estan relacionadas con los
efectos beneficiosos que ésta tiene para la salud, especialmente en lo referente a la
homeostasis energética y sensibilidad a la insulina. En concordancia con estos
mecanismos, se encuentra el hecho de que la activacion de AMPK y SIRT1, aumenta in
vivo los niveles plasmaticos de adiponectina, adipocitoquina antiinflamatoria y es capaz de
aumentar la sensibilidad a insulina. En definitiva, la sirtuina SIRT1, regula el metabolismo
de la glucosa y 4cidos grasos, aumentando la sobrevida de ratones expuestos a una dieta
alta en calorias (Baur y cols, 2006). Por lo tanto, su uso ya ha sido considerado para
regular la glucosa en el tratamiento de la diabetes tipo 2 y como una eventual droga para
ser usada en la disminucion de enfermedades asociadas a la edad (Baur y cols, 2006).
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1.9.7. Antienvejecimiento.

Una de las principales vias de envejecimiento celular es la oxidacion celular. A tRV
se le atribuyen fuertes propiedades antioxidantes. Esto, debido a que es capaz de
neutralizar algunas especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) (Millan y cols, 2008).
En estudios relacionados, tRV inhibe intermediarios de oxigeno reactivo y la peroxidacion
lipidica producida por el factor de necrosis tumoral (TNF) en una gran variedad de células
(Pirola y Frojdo, 2008). tRV también neutraliza radicales peroxilo e hidroxilo en miocardios
perfundidos post-isquemia, disminuyendo la formacion de malonaldehido, un presunto
marcador de peroxidacion lipidica (Baur y Sinclair, 2006). tRV puede mantener la
concentracion de antioxidantes intracelulares encontrados en sistemas biolégicos, como
es el caso de la concentracion de glutation (GHS) bajo condiciones de estrés oxidativo,
mediante el aumento de los niveles de enzimas antioxidantes (GHS peroxidasa, GHS-
transferasa y GHS reductasa) (Das y Maulik, 2006; Baur y Sinclair, 2006).

1.9.8. Efecto Antioxidante.

El tRV es un limpiador de radicales libres y un antioxidante potente debido a su
capacidad de promover las actividades de una variedad de enzimas antioxidantes (Figura
VI). La capacidad de los compuestos polifendlicos de actuar como antioxidantes depende
de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y el potencial para la
deslocalizacion del electron a través de la estructura quimica (Lastra y Villegas, 2007). Se
ha demostrado que el RV es capaz de proteger al organismo de especies reactivas de
oxigeno (ROS) las cuales estan involucradas directamente en el dafio al ADN y a las

membranas, favoreciendo la aparicion de enfermedades neoplasicas.

Para proteger tejidos contra los efectos deletéreos del ROS, todas las células
poseen numerosos mecanismos de defensa que incluyen las enzimas tales como SOD
(superéxido dismutasa), catalasa, glutation reductasa vy glutation peroxidasa. El tRV
puede mantener la concentracion de estos antioxidantes intracelulares encontrados en los

sistemas bioldgicos.
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Se ha demostrado que el RV: (i) inhibe la peroxidacién de lipidos presentes en las
membranas celulares. Por lo tanto, reduce el riesgo de oclusién de las arterias coronarias,
y consecuentemente el riesgo de infartos al miocardio, debido a su capacidad de elevar el
nivel de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y reducir el nivel de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en el plasma sanguineo; (ii) activa la enzima éxido nitrico sintasa; iii)
protege las lipoproteinas de baja densidad contra dafio oxidativo; (iv) inhibe la expresion
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de ciclooxigenasas tipo 2, inducida por ésteres de forbol ; (v) inhibe la expresion de
citoquinas en células vasculares; (vi) posee un efecto protector sobre el epitelio
bronqueal, actuando sobre la expresién de genes involucrados en el metabolismo de

hidrocarburos aromaticos policiclicos (Das y Maulik, 2006; Lastra y Villegas, 2007).

1.10. Moléculas blanco de tRV.

Se han propuesto diversos mecanismos de accién para tRV, esto debido a que es
capaz de interactuar con un gran nimero de moléculas a diferentes niveles (Anexo VII)
(Pirola y Frojdo, 2008; Das y Maulik, 2006, Chao y cols, 2005) Los mecanismos del
precondidionamiento farmacolégico con tRV implican un gran nimero de sefializaciones

moleculares, tal como se muestra en la Figura VII (Das y Maulik, 2006).

Modules NF-kB/AP-1
activities

Activates adenosine

/ A /A, receptors

_—~ | Activates K. channel

Triggers survival signal through
PI3K/Akt signaling

Modulates Bel-2/Bax/Bad |
.

Preconditioning

with Resveratrol Activates PKC

Inhibits LDL peroxidation

Potentiates redox signaling i R“‘x\, _ ]
Potentiates MAPK signaling
Induces iINOS/eNOS / u
Decreases ventricular Reduces ischemia/
arrhythmias Reperfusion injury

Figura VII. Precondidionamiento con tRV. Eventos moleculares involucrados, modificada de Das y Maulik,
2006.
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1.11. Estudios del efecto vasodilatador de tRV.

En diversos estudios se ha encontrado que el tRV puede causar relajacion
dependiente de la concentracién, en segmentos longitudinales del ileon de la rata y anillos
de la vejiga urinaria de la rata. Esta observacion es consistente con otros estudios que
demostraron los efectos relajantes para el RV sobre preparaciones aisladas de musculo
liso. El efecto vasodilatador de este compuesto fue documentado en pared vascular de
distinto origen, incluyendo la aorta de rata, arterias coronarias porcinas, arterias
mesentéricas y uterinas del conejillo de Indias y arterias coronarias de las ovejas (Bulue y
Yilmaz, 2006).

Se sabe, que el 6xido nitrico relaja el ileon y la vejiga urinaria via incremento de la
sintesis del cGMP y se ha demostrado que el resveratrol relaja los anillos aérticos de rata
endotelio-intacta precontraidos por Fenilefrina (Fe) y KCI via liberacion de ON. Por una
parte, el RV estimula la vasorelajacién dependiente de endotelio por la estimulacién de la
cascada de ON/cGMP en anillos adrticos de rata 'y se ha demostrado que el tRV regula al
alza (upregulation) el sistema de GC/cGMP en mdusculo liso de la arteria coronaria y
acciona una respuesta vasorelajante (Harb y cols, 2009).

Un estudio realizado por Bulue y Yilmaz, 2006, indicé que el tRV disminuye el
tono vascular influenciando dos tipos principales celulares de la pared vascular, es decir
células endoteliales y células musculares lisas. tRV disminuye la sensibilidad del calcio de
miofilamentos en musculo liso vascular y el aumento de la estimulacion del [Ca®; en el

endotelio (Bulue y Yilmaz, 2006).

Debido a su capacidad para estimular enzimas catalizadoras de ON y actuar de
manera experimental sobre las vias y las dianas de la cardioproteccion, tRV podria
prevenir problemas cardiovasculares (Chaves y cols, 2009; Gresele y cols, 2008). La
habilidad de tRV para prevenir los efectos nocivos del exceso de ingesta caldrica y la
modulacién de las vias conocidas de la longevidad, sugieren que tRV y moléculas con
propiedades similares pueden ser herramientas de evaluacion en la basqueda de la clave
regulatoria del balance energético, la salud y la longevidad (Baur y Sinclair, 2006).
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El estudio de la reactividad vascular permite evaluar la respuesta del endotelio y
del musculo liso vascular a diferentes sustancias vasodilatadoras y vasopresoras, que
actian estimulando o inhibiendo procesos funcionales que afectan el tono vascular.
Ademas, permite estudiar como dicha respuesta se modifica en las diferentes situaciones
a las cudles son sometidos los vasos. La aorta de rata ha sido por afios un modelo clasico
para evaluar reactividad vascular asi como el efecto modulador del endotelio (Hartshorne
y cols, 2004).

Sobre la base de los antecedentes expuestos, en esta tesis se evalud la hipotesis
de que el tRV pudiese actuar como agente protector de la reactividad de anillos de aorta
aislada de rata. Con este fin los anillos fueron sometidos a estrés oxidativo con un agente
oxidante (H.O,), y se evalué biomarcadores de eficacia (Emax) y de eficiencia (CEx)
para tRV, adecuados para evaluar el potencial antioxidante de otros fitoquimicos. De esta
manera se espera aportar a la generacion de biomarcadores robustos para fitoquimicos
antioxidantes, mediante futuros ensayos complementarios al que se propone en esta

tesis.
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2. HIPOTESIS

La evaluacion del efecto protector de tRV sobre la contractibilidad de anillos de aorta de
rata, sometidos a condiciones de estrés oxidativo, permitira obtener biomarcadores de
eficacia (Emax) y de eficiencia (CEsgp), Utiles para evaluar el potencial antioxidante de

otros fitoquimicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Obtencion de biomarcadores asociados con la contractibilidad de anillos de aorta de rata,
Utiles para evaluar el potencial efecto protector de tRV en vasos sometidos a condiciones
de estrés oxidativo.

3.2. Objetivos Especificos.

1. Evaluar la contractibilidad de anillos de aorta de rata preincubados con solucion
Krebs/Locke, mediante su relajacion frente a ACh.

2. Evaluar la contractibilidad de anillos de aorta de rata preincubados con solucion
Krebs/Locke + tRV, mediante su relajacion frente a ACh.

3. Evaluar la contractibilidad de anillos de aorta de rata preincubados con solucion
Krebs/Locke + H,O,, mediante su relajacion frente a ACh.

4. Evaluar la contractibilidad de anillos de aorta de rata preincubados con solucién
Krebs/Locke + tRV + H,0,, mediante su relajacion frente a ACh.

5. Evaluar la contractibilidad asociada a la contraccién inducida por K* 70 mMy Fe en
las condiciones de incubacion sefialadas en los puntos 1 al 4.
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1. MATERIALES

4.1.1. Animales

Ratas macho, Sprague - Dawley (240g — 280g), del Bioterio de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

4.1.2. Soluciones Fisioldgicas

- Solucion fisioldgica:
Solucion Buffer Krebs — Henseleit Modificado (concentracion en mM): NacCl
122; KCI 4,7, NaHCO; 15,5; KH,PO, 1,2; MgCl, x 6H,0 1,2; CaCl, x2H,0 2,0;
CeH1206xH20 11,5; EDTA 0,026 (Vinet y cols, 1991; Duarte y cols, 2004).
Solucion Krebs Locke (Concentracion en mM): NaCl 145; KCI 5,6; MgCl, 1,2;
HEPES &cido 10; CaCl, x2H,0 2,0 (Vinet y cols, 1991).

- Solucién Despolarizante KCI (70mM) (concentracién en mM): NaCl 56,7; KCI 70;
NaHCO; 15,5; KH,PO, 1,2; MgCl, x 6H,0 1,2; CaCl, x2H,0 2,0; C¢H1,06xH20
11,5; EDTA 0,026. (Vinet y cols, 1991).

4.1.3. Reactivos
- Acetilcolina Clorhidrato, Sigma ® (ACh) (PM:181,66 g/mol)
- Fenilefrina, RBI ® (Fe) (PM: 167,205 g/mol)
- Trans — resveratrol, Sigma ® (t-RV) (PM:228,24 g/mol)
- Eter dietilico, Sigma®.
- Etanol
- Solucion Peréxido de Hidrogeno, Sigma ® (100 pM)
- Mezcla gaseosa con 95% de O, y 5% de CO, (AGA)



4.1.4. Equipos

Myobath Il (World Precision Instruments, 2008) (Anexo VIII)
Transductor de Fuerza 25g (World Precision Instruments)
Amplificador Transbridge (World Precision Instruments)
Agitador magnético (Heidolph, modelo MR 2002)

Balanza analitica (Mettler (E+/- 1mg))

Equipo analogo conversor; (LabTrax -4/24T, World Precision Instruments)
pHmetro (SHOTT GERATE, modelo CG 805)

Barfio termoregulado (Precision)

Estufa (Memmert UL)

Incubadora (Memmert)

Vortex (Thermolyne)

4.1.5. Material fungible

Placas Deep Well, 96, pocillos redondos

4.1.6. Material quirargico

Bandeja de diseccion

Rifién

Canula

Pinza diente de ratén (Germany Stainless Volk)
Pinzas finas (Jumst Stainless)

Tabla de madera

Tijeras con agarre (Pakistan)

Tijeras curvas (Pakistan)

Tijeras con punta (volk Germany Stanless)
Elasticos

Papel absorbente

Lampara

Guantes

24



4.1.7. Material de vidrio y otros.

Atomizador 1000mL

Bagueta

Botella 1000 mL (Shott Duran)

Eppendorf

Espatula (Heathrow Scientific)

Matraz aforado 1000 mL (Schott duran)
Matraz aforado 250 mL (Schott duran)
Matraz aforado 500 mL (Pirex)

Micropipeta p1000 (Hirschmann Laborperate)
Micropipeta p20 Hirschmann Laborperate
Micropipeta p200 (Hirschmann Laborperate)
Placa de Petri

Probeta 100 mL (Hirschmamm Techcolor Germany)
Tubos Falcon 15 mL

Vaso precipitado 100 mL (Boeco Germany)
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Técnica.

Evaluacion de reactividad vascular en anillos de aorta aislada de rata.

4.2.2. Fundamento de la Técnica.

Es un ensayo farmacolégico clasico, en el que se utiliza anillos de aorta de rata
para evaluar el efecto de farmacos y extractos derivados de plantas en musculo liso y
endotelio. La técnica de drgano aislado tiene como finalidad simular, in vitro, las
condiciones fisiolégicas y mecanicas a las cuales esta expuesto el tejido in vivo (Vinet y
cols, 1991).

4.2.3. Herramientas farmacolégicas y compuestos en estudio.

Las herramientas farmacolbgicas utilizadas para el analisis de la propiedad
vasodilatadora fueron los agonistas: ACh (agonista colinérgico no selectivo) y Fe

(agonista adrenérgico a1 selectivo).

Tanto ACh como Fe fueron disueltas individualmente en agua destilada
desionizada llevandolos a una concentracion final de 10 M (soluciéon madre), las cuéles
se mantuvieron alicuotadas y congeladas a -20 °C. A partir de cada una de las soluciones
madre de los agonistas se realizaron diferentes diluciones el mismo dia del experimento.
Para obtener las curva concentracion respuesta de cada agonista, se prepararon 5
concentraciones diferentes (en M: 107, 10°, 10°,10*y 10).

El tRV fue disuelto en EtOH (solubilidad EtOH: 50 mg/mL) a una concentracion
final de 10™*M (solucion madre), estas se mantuvieron alicuotadas y congeladas a -20°C. A
partir de la solucién madre se realizaron tres diluciones de tRV [100 uM, 10 uM, 1 UM ] en
solucién Locke (Solubilidad en H,O: 3 mg/100 mL, requiere calor) las cuales se
mantuvieron congeladas a 20°C para ser utilizadas el dia del experimento (Sigma, 1997).
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En todos los experimentos la concentracion final de EtOH no super6 el 0,1% de la
solucién utilizada (Shinohara y cols, 2007; Naderali y cols, 2000; Bukarica y cols, 2008).
El agente oxidante H,O, [100 uM ], fue preparado en agua bidestilada el mismo dia del
experimento, para luego tomar una alicuota para llevarlo a la concentracion final [100 uM ]
en el pocillo con solucién Locke.

4.2.4. Obtencion y Preparacion de Muestras.

Se emplearon ratas macho Sprague - Dawley (Bioterio de la Pontificia Universidad
Catélica de Chile), de igual edad y con un peso entre 240 y 280 g. Los animales fueron
mantenidos bajo condiciones ambientales controladas, con ciclos de luz-oscuridad
alternados de 12 horas. La temperatura se mantuvo entre 18° y 22°C y la alimentacion
fue ad-libitum.

Las ratas fueron sacrificadas por depresion respiratoria inducida por anestesia con
éter etilico. Luego se realiz6 una diseccién en la seccion toracica, retirando todos los
organos internos, para posteriormente extraer de forma rapida una seccion de la aorta
toracica descendente, la cudl fue colocada en una capsula de Petri con solucion buffer
Krebs-Henseleit modificado (KHM) (pH = 7, 4) y burbujeo constante con gas carbégeno
(95% de 02 y 5% de CO2). Luego se removié el tejido periarterial (grasa y tejido
conectivo) de la aorta, y posteriormente se cortaron cuatro anillos concéntricos (4-5 mm)

(Vinety cols, 1991; Andriambeloson y cols, 1997).

4.2.5. Pre-condicionamiento del Tejido.

Con el propésito de evaluar el efecto protector de tRV, los vasos fueron pre-incubados
en placas multipocillos, bajo distintas situaciones, que consideraron (Anexo IX):

4.25.1. Experimento control. (1) medio control (Locke), (2) medio control mas
tRV (Locke + tRV). Se utilizaron 3 concentraciones de tRV [100 yM, 10
MM, 1 uM ] . El pre-condicionamiento se realizé durante 10 h a 33 °C.
Una vez cumplido el tiempo, se realizaron 2 lavados a cada pocillo con
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solucién Locke. Luego los vasos fueron preincubados con solucién
Locke durante 3 h a 33 °C.

4.25.2. Experimento simulacién estrés oxidativo. (1) medio control (Locke),
(2) medio control més tRV (Locke + tRV). El pre-condicionamiento se
realizé durante 10 h a 33 °C. Una vez cumplido el tiempo, se realizaron
2 lavados a cada pocillo con solucion Locke. Luego los vasos fueron
preincubados con medio oxidante (Locke + H,O,[100 uM]) durante 3 h
a 33°C (Kao y cols, 2010).

4.2.6. Montaje de los Anillos de Aorta.

Los anillos fueron montados entre dos ganchos de acero, que se introdujeron en
una copa que contenia solucion KHM (pH = 7,4) con burbujeo constante con gas
carb6geno a una temperatura de 37°C. Uno de los ganchos de acero se fijé sobre un
gancho de la varilla y el otro gancho se conect6 a un transductor de fuerza, el cual estaba
conectado a un conversor analogo-digital, para el registro de la tension isométrica. Los
anillos fueron equilibrados en el bafio de tejido, donde se ajusto la tension basal a 1,5 g.
Una vez montado el anillo de aorta en el sistema, se procedi6é a estabilizar el sistema por
60 minutos, cambiando la solucion KHM, cada 15 minutos, para evitar la formacion de

metabolitos.
4.2.7. Registro de Datos.
Las sefiales de salida del amplificador se registraron con un sistema de

adquisicion de datos (Data-Trax), el cual se visualizé en un monitor que forma parte del
equipo Myobath Il (WPI, USA).
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4.2.8. Ensayos de Reactividad de Anillos de Aorta.

Para comprobar la viabilidad de la preparacion, los anillos se contrajeron con una
solucion despolarizante (K* 70 mM) al menos tres veces hasta que la preparacion alcanzé
una respuesta maxima estable. La integridad del endotelio se evalu6 al inducir relajacion
de los anillos con Acetilcolina (ACh, 10°® M) en vasos precontraidos con Fe (107 M) (Vinet
y cols, 1991; Andriambeloson y cols, 1997) (Anexo X).

Con el proposito de evaluar la capacidad de relajacion de los anillos de aorta
precondicionados, se procedi6 a contraer los anillos con Fe (10° M) para luego construir
curvas concentracion-respuesta (CCR), mediante la adicion de concentraciones
acumulativas de ACh (10° M a 10 M) (Moreno, 2005).

4.2.9 Andlisis de datos.

Los resultados se expresaron como porcentaje de disminucion en el nivel de
precontraccion (vasorelajacion). A partir de estas CCR se obtuvo los valores de efecto
méximo (Emax) y pD,, donde pD,= -log CEsy (CEso es la concentracion efectiva que
induce el 50% del Emax). También se registré la contraccion méxima frente a KCI 70 mM
y Fe (10° M).
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5.RESULTADOS

5.1. BIOMARCADORES EN CONDICIONES PRELIMINARES

Antes de abordar el objetivo principal, como es evaluar el posible efecto protector de tRV
en aorta de rata, se procedié a determinar el valor de los biomarcadores basicos elegidos
en condiciones estandares, es decir, mediante la evaluacion de la contractibilidad de los
anillos de aorta inmediatamente después de que fueron extraidos. Los biomarcadores se
detallan en la Tabla 1.

TABLA 1. Biomarcadores en condiciones estandares

Biomarcador Promedio (3) Error Estandar N
Emax- K* 70 mM (g) 2,586 0,09 3
Emax- Fe (%) (1) 86,46 12,54 3
pD,-Fe -7,38 0,03 3
Emax-ACh (%) (2) 103,69 14,35 3
pD,-ACh -7,47 0,24 3

(1) Expresada como % de Emax- K* 70 mM
(2) Expresada como % de la relajacion hasta la linea basal
(3) Promedio en base a un triplicado.

La Fig. VIl muestra la CCR control de Fe, expresada como el promedio + EE de los
porcentajes de vasoconstriccion, luego de la adicion de concentraciones acumulativas de
Fe sobre anillos de aorta de rata con endotelio. La contraccién de los vasos, 3 veces
consecutivas mediante K* 70 mM, previa a la adiciéon del agonista, no sélo tiene por
objetivo estabilizar el sistema de registro, sino que ademas permite utilizar la tercera
contraccion a K* 70 mM como respuesta de referencia (respuesta estandarizada). De esta
manera la Emax-Fe expresa el porcentaje de contraccidon inducido por el agonista
respecto a Emax-K* 70 mM.
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Figura VIII. Vasoconstriccion inducida por Fe (107

- 10 M) en anillos de aorta de rata con endotelio. Los

puntos representan el valor de promedio + error estandar (X £ EE), con N=4.

La Fig. IX muestra la CCR de ACh obtenida al agregar concentraciones acumulativas del
agonista (10® - 10 M) sobre anillos de aorta de rata precontraidos con Fe (107 M).
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Figura IX. Vasodilatacién inducida por ACh (107 -

10* M) en anillos de aorta de rata con endotelio

precontraidos con Fe (10”7 M). Los puntos representan el valor de promedio + error estandar (X + EE), con

N=3.
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5.2. BIOMARCADORES EN CONDICIONES DE PREINCUBACION CON tRV

a) Biomarcadores en condiciones de preincubacién con tRV/Locke (12 h)

La Tabla 2 muestra los biomarcadores de contractibilidad de anillos de aorta de rata
preincubados durante 16 h. Los vasos se incubaron en ausencia o presencia de tRV/
Locke (1, 10 y 100 pM) durante 12 h para luego permanecer 4 h adicionales antes de ser
sometidos a los ensayos de contractibilidad.

TABLA 2. Biomarcadores en condiciones de preincubacién con tRV/Locke (12 h)

Biomarcador Control tRV (1 puM) tRV (10 pM)  tRV (100 pM)
Emax -K* 70 mM (g) 1,023 0,866 1,838 1,559
Emax-Fe (%) (1) 79,08 108,08 77,91 89,03
pD.-Fe -7,60 -7,00 -7,60 -7,70
Emax-ACh (%) (2) 36,84 0,32 21,02 21,83

(1) Expresada como % de Emax-K* 70 mM
(2) Expresada como % de la relajacion hasta la linea basal

b) Biomarcadores en condiciones de preincubaciéon con tRV/Locke (10 h)

La Tabla 3 muestra los biomarcadores de contractibilidad de anillos de aorta de rata
preincubados durante 13 h. Los vasos se incubaron en ausencia o presencia de tRV/
Locke (1, 10 y 100 pM) durante 10 h para luego permanecer 3 h adicionales antes de ser
sometidos a los ensayos de contractibilidad. Esta modificacion permitié tener mayores
respuestas a ACh.

TABLA 3. Biomarcadores en condiciones de preincubacién con tRV/Locke (10 h)

Biomarcador Control tRV (1 puM) tRV (10 pM)  tRV (100 pM)
Emax-K* 70 mM (g) 0,841 1,057 1,295 0,999
Emax-Fe (%) (1) 119,14 112,77 91,35 85,39
pD.-Fe -5,70 -5,70 -5,60 -5,60
Emax-ACh (%) (2) 26,25 30,20 55,03 55,22

(1) Expresada como % de Emax-K* 70 mM
(2) Expresada como % de la relajacion hasta la linea basal
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c) Biomarcadores en condiciones de preincubacidon con tRV/Locke

La Tabla 4 muestra los biomarcadores de contractibilidad de anillos de aorta de rata
preincubados con 3 concentraciones de tRV/Locke (1, 10 y 100 pM) 10 h, junto al control.
Los vasos permanecieron 3 h adicionales antes de ser sometidos a los ensayos de
contractibilidad. Emax-K* 70 mM mostré diferencias significativas (P < 0,05) cuando los
anillos se incubaron con 10 y 100 pM de tRV, respecto del control (Fig. X a Xll). Sin
embargo, Emax-Fe, Emax-ACh y pD,-ACh no muestran diferencias significativas respecto

de sus respectivos controles.

TABLA 4. Biomarcadores en condiciones de preincubacién con tRV/Locke (N=6)

Biomarcador Control tRV (1 uM) tRV (10 uM) tRV (100 uMm)
Emax-K* 70 mM (g) 0,509 = 0,09 1,056 +0,17* 1,125 +0,23* 0,853 £0,15
Emax-Fe (%) (1) 145,45 + 16,89 94,50 + 15,57 108,18 + 15,88 135,08 + 15,95
Emax-ACh (%) (2) 52,67 £ 3,48 68,82 + 6,69 65,05 + 8,62 47,38 +4,91*
pD,-ACh -7,13+0,21 -7,77 +0,23 -7,62 £0,39 -6,88 +0,25

(1) Expresada como % de Emax-K* 70 mM
(2) Expresada como % de la relajacion hasta la linea basal
* Sefiala diferencia significativa respecto del control (P < 0,05)

Control tRV (1 pM)  tRV (10 uM) tRV (100 pM)

=
w

Emax K+ 70 mM (g)
o
[§,] =

Figura X. Contraccion maxima (g) inducida por K* 70 mM en los anillos de aorta de rata preincubados en
ausencia y presencia de tRV (1, 10 y 100 uM). Cada barra representa el valor de promedio + error estandar (X
+ EE), con N=6. * Sefiala diferencia significativa respecto del control (P < 0,05).
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Figura XI. Porcentaje de contracciébn maxima inducida por Fe en anillos de aorta de rata preincubados en

ausencia y presencia de tRV (1, 10 y 100 puM). Cada barra representa el valor de promedio * error estandar (X
+ EE), con N=6.
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Figura XII. Porcentaje de vasodilatacién maxima inducida por ACh en anillos de aorta de rata preincubados
en ausencia y presencia de tRV (1, 10 y 100 uM). Cada barra representa el valor de promedio + error estandar
(X £ EE), con N=6. ** Sefiala diferencia significativa respecto de su contraparte (P < 0,05).
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d) Biomarcadores en condiciones de preincubacién con tRV + H,O,

La Tabla 5 muestra el valor de los biomarcadores de contractibilidad en vasos que fueron
tratados con tRV/Locke (1, 10 y 100 uM) + H,0O,. En ningln caso se encontrd diferencias

significativas respecto de sus respectivos controles.

TABLA 5. Biomarcadores en condiciones de preincubacién con tRV + H,O, (100 uM)
(N=4)

Biomarcador Control tRV (1 uM) tRV (10 uM)  tRV (100 puM)
Emax-K* 70 mM (g) 0,691 +0,17 0,666 +0,11 0,784 +0,13 1,252 +0,36
Emax-Fe (%) (1) 119,05+ 11,39 103,84 +24,48 140,70 +8,47 104,25 + 8,90
Emax-ACh (%) (2) 75,06 + 8,11 77,85 + 14,40 65,69 6,12 67,50 + 5,04
pD,-ACh -7,73+0,19 -8,15 +0,41 -7,88 +0,22 -7,15 +0,34

(1) Expresada como % de Emax-K* 70 mM
(2) Expresada como % de la relajacién hasta la linea basal
** Sefiala diferencia significativa respecto de su contraparte (P < 0,05)

1,5

0,5

Emax K+ 70 mM (g)
=

Control tRV (1 pM)  tRV (10 pM) tRV (100 uM)

Figura XIll. Contraccién maxima inducida por K* 70 mM en anillos de aorta de rata preincubados en ausencia
y presencia de tRV (1, 10 y 100 pM) + H,0, (100 uM). Cada barra representa el valor de promedio + error
estandar (X = EE), con N=4.
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Figura XIV. Porcentaje de contracciébn maxima inducida por Fe en anillos de aorta de rata preincubados en

ausencia y presencia de tRV (1, 10 y 100 pM) + H,0- (100 pM). Cada barra representa el valor de promedio +
error estandar (X + EE), con N=4.
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Figura XV. Porcentaje de vasodilatacion maxima inducida por ACh en anillos de aorta de rata preincubados

en ausencia y presencia de tRV (1, 10 y 100 pM)+ H>0, (100 uM). Cada barra representa el valor de promedio
+ error estandar (X £ EE), con N=4.
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6. DISCUSION

En los ultimos afios ha crecido exponencialmente el nimero de publicaciones que
muestran los efectos bioactivos de tRV, en particular sus efectos beneficiosos en la
prevencion de alteraciones cardiovasculares, neurodegenerativas y desarrollo de cancer
(Pervaiz, 2003, Das y Maulik, 2006; Subramanian y cols, 2010). A proposito de su amplio
espectro de accion, tRV ha sido evaluado en un sin numero de modelos biolégicos, lo que
ha complicado la interpretacion de sus eventuales beneficios, y su traslado a la esfera
clinica (Subramanian y cols, 2010).

La evaluacibn de agentes como tRV representa un gran desafio para la
farmacologia clasica, ya que no sélo su accién se asocia a multiples blancos, sino que
comparte con otros agentes, denominados cominmente como “antioxidantes”, la
particularidad de presentar efectos contradictorios (prooxidantes), situacion que se asocia
habitualmente con la concentracién que alcanzan en determinados sitios de accion (Bhat

y cols, 2001, Lastra y Villegas, 2007; Subramanian y cols, 2010).

Este trabajo representa un primer paso para abordar el ensayo de bioactividad de
sustancias como tRV, lo que exige una perspectiva compleja, demandando ensayos a
diferentes niveles. Como punto de partida se eligi6 un modelo clasico de reactividad
vascular (aorta de rata) y un primer grupo de biomarcadores, como son: Emax-K* 70 mM
(9); Emax-Fe (%), pD,-Fe; Emax-ACh (%), pD,-ACh. Todos estos biomarcadores son
factibles de ser medidos mediante la evaluacion de la contractibilidad del vaso. El
requisito planteado para su medicion fue que reflejaran tanto eficacia como eficiencia del

sistema, al nivel que se esta evaluando.

Con la finalidad de poner en marcha el equipo Miobath Il y comprobar la viabilidad
de las preparaciones y la técnica, los primeros resultados se enfocaron en determinar el
valor de los biomarcadores basicos elegidos en condiciones estandares, es decir
mediante la evaluacion de la contractibilidad de los anillos de aorta de rata
inmediatamente después de que fueron extraidos. De esta manera se obtuvieron dos

CCR control tanto para Fe como para ACh, tal como se observa en la figura VIl y IX.
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El disefio experimental consisti6 en evaluar la funcionalidad de los vasos
sanguineos tanto en condiciones normales como condiciones de estrés oxidativo,
mediante la relajacion dependiente de endotelio considerando a tRV como una variable
que puede modificar la situacion de estrés oxidativo, como un cardioprotector, es decir

como un protector celular.

Tal como se desprende de los resultados obtenidos en esta tesis, las condiciones
de incubacion de los anillos de aorta de rata afectaron su respuesta, dependiendo del

medio de incubacion, la temperatura, y el tiempo de incubacion.

Puesto que los anillos de aorta de rata fueron preincubados en medio de cultivo
con HEPES como buffer, no se utilizé un incubador con CO,. La temperatura escogida fue
de 33°C ya que ella nos permitié establecer un protocolo adecuado. Como es bien sabido,
existe una relacion entre tiempo y temperatura; al disminuir la temperatura del sistema de

37°C a 33°C se observaron mejores respuestas con los agonistas utilizados.

Una situacion destacable durante la puesta a punto del protocolo de preincubacion
de los anillos de aorta fue evaluar la sensibilidad de su respuesta contractil al medio de
incubacion. En un primer experimento, se evalud la contractibilidad de anillos de aorta de
rata preincubados durante 16 h, donde los vasos fueron preincubados en ausencia o
presencia de tRV/ DMEM-F12 modificado (datos ho mostrados) (1, 10 y 100 uM) durante
12 h para luego permanecer 4 h adicionales antes de ser sometidos a los ensayos de
contractibilidad. Es asi que al utilizar medio de cultivo (DMEM-F12) practicamente no se
observo la contraccion de los anillos de aorta frente a KCI 70 mM y a Fe, una situacion
que ha sido informada por Resende y cols (2004), quienes ademas observaron que la
respuesta contractil disminuia con la edad de las ratas. Es importante sefialar que cuando
se ha evaluado polifenoles utilizando vasos incubados en medio de cultivo se ha
observado ciertos artefactos en los registros posiblemente resultado de reacciones redox;
se ha propuesto que el tRV es inestable y es oxidado y degradado en el medio de cultivo
generando H,O, (Yang y cols, 2010).
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Debido a que los polifenoles son inestables en solucién alcalina, algunos estudios
han demostrado que el OH juega un papel importante en la degradacion de teaflavina (un
polifenol del t¢ negro) y se ha identificado el theanaphtoquinona como el principal
producto final de la oxidacion (Yang y cols, 2010). Otros estudios han demostrado que los
polifenoles del té verde incubados hasta 48 h en agua ultra pura, produjo solo una
pequefia cantidad de H,0,, indicando que los polifenoles del té verde incluyendo EGCG,
son estables en agua. Investigaciones adicionales han encontrado que EGCG, quercetina
y acido galico producen mucho mas H,O, cuando estan incubados en DMEM versus los
medios de cultivo RPMII64 o de McCoy's; esto sugiere que la composicion del medio
afecta a la oxidacion de los polifenoles. Estudios realizados por Yang y cols (2010),
examinaron la degradacion del tRV usando agua ultra pura como solucién de incubacion,
agregando varios ingredientes contenidos en BME; encontraron que el 96% de tRV 200
MM fue degradado en BME después de 24 h de incubacién, generando cerca de 90 uM de
H,O,. La adicién de bicarbonato de sodio estimulé la degradacion de tRV en el agua ultra
pura, pero otros ingredientes tipicos del medio de cultivo, tales como una mezcla de sales
inorganicas, aminoacidos, vitaminas y D-glucosa de BME, no estimularon la degradacion.
Los niveles de degradacion de tRV y los niveles de la produccion H,O, fueron similares
cuando el tRV fue incubado en bicarbonato de sodio en agua ultra pura y en BME,
sugiriendo que la degradacién de tRV en BME se puede atribuir principalmente a los iones
del bicarbonato en el medio.

Hasta la fecha, se han reportado varios compuestos con la capacidad de inhibir la
oxidacion in vitro de polifenoles; éstos incluyen el SOD, la vitamina C, y el borato. Sin
embargo, se sabe que la vitamina C puede ser oxidada en el medio de cultivo, llevando a
la generacion de H,O, y el borato es altamente toxico para las células debido a sus
caracteristicas acidas. El papel de los iones del bicarbonato en el medio es proporcionar
una capacidad tamponante. Se encontr6 ademas que tRV era estable en BME que
contenia HEPES o TRIS, sugiriendo que HEPES y los Tris son Utiles en el aumento de la
capacidad tapon del medio (Yang y cols, 2010). En este punto, es fundamental considerar
que una parte importante de los estudios de estrés oxidativo se realizan en modelos
celulares que son incubados en estos medios, abriendo una pregunta adicional, en el

sentido del efecto del propio medio de cultivo sobre el sistema que esta siendo evaluado.
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En un segundo intento, para determinar si la incubacion con Locke y el tiempo de
incubacion afectaban la respuesta en los anillos de aorta de rata. Al comparar los
biomarcadores en situaciones de preincubacién durante 16 h (Tabla 2) con respectos a
los biomarcadores en condiciones preliminares (Tabla 1) se observd una notoria
disminucion de Emax-ACh (%) y una disminucién especifica de la contraccion inducida
por Fe. Al comparar los biomarcadores en condiciones de preincubacion durante 13 h
(tabla 3) con respecto a los biomarcadores en condiciones de preincubacién (13 h) se

observd una mayor respuesta a ACh.

La disminucion de las respuestas hacia los agonistas vasoconstrictores
observadas en el primer grupo (16 h de incubacién) fueron menores a las respuestas
observadas en el segundo grupo (13 h de incubacién). Estas diferencias de respuestas
observadas al modificar el protocolo, donde la incubacion de las aortas de rata fue de 16
horas, se atribuye a la edad de las ratas y al tiempo de incubacion. EI mecanismo que
estaria implicado, se deberia a que el EO puede ser inducido por incubacion. Ademas el
aumento de H,O, y malonaldehido producidos tras la incubacion es mayor en CML
adrticas de ratones viejos que en ratones jovenes. Estudios realizados por Resende y
cols, (2004), explican este fenédmeno de funcionamiento:

1) La incubacion de anillos aérticos dafiaria la pared produciendo estrés
oxidativo, y aumento sustancial del mRNA iNOS, y asi el anatagonismo
fisiolégico del NO en la contraccién inducida por el agonista.

2) La contraccion producida por Fe fue menor en los anillos de aorta de
ratas adultas que en ratas jévenes, por lo que la edad de las ratas
también podria influir en la respuesta contractil de la Fe, situacién que se
atribuye a una induccion del estrés oxidativo en las CML debido a que la
catalasa y GSSR, disminuyen con la edad, disminuyendo la capacidad
antioxidante.

Por tanto, una disminucion de las capacidades antioxidantes y/o el aumento de las

ROS juegan un rol importante en el envejecimiento vasomotor.

Al analizar los datos de la tabla 4, que corresponden a biomarcadores en
condiciones de preincubacién con tRV/Locke (N=6), se observa que el efecto de maxima
contraccion (g) inducida por K* 70mM en los anillos de aorta de rata preincubados mostrd
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diferencias significativas cuando los anillos fueron incubados con 1, 10 uM de tRV,
respecto del control (Fig X). Sin embargo no hubo diferencia significativa cuando los
anillos fueron incubados con 100 pM de tRV, respecto del control. En la figura X se
observa una mayor contraccién inducida por K*70mM a bajas concentraciones de tRV (1y
10 uM), esto podria relacionarse con el efecto antioxidante que posee el tRV, preservando
la respuesta de las células expuestas a los procesos de incubacién (Resende y cols,
2004). Sin embargo, se observo una menor respuesta al incubar los anillos aérticos a una
mayor concentracion (100 puM). La razén de la discrepancia entre estas respuestas se
puede deber al efecto pro-oxidante que posee el tRV al ser utilizado en altas
concentraciones, lo que conllevaria a la fragmentacion del DNA y posterior dafio celular,
lo que disminuiria la respuesta contractil de las células (Lastra y Villegas, 2007). Se han
observado diferentes efectos usando altas vs bajas concentraciones de tRV. Por ejemplo
una baja concentracion [<10uM] tRV activa SIRT1, un homélogo SIR2 humano, pero esta
activacion no se considera a concentraciones mas altas [>50 uM]. Por otra parte, se ha
encontrado que tRV en dosis bajas atenta el EO intracelular inducido por el alcohol, pero
tRV a altas dosis [>100-200 uM] realza el EO (Yang y cols, 2010).

Sin embargo, Emax-Fe, Emax-ACh y pD,-ACh no muestran diferencias
significativas respecto de sus respectivos controles. En este punto es necesario destacar
gue Emax-ACh de la CDR de anillos preincubados con tRV (1 y 10 pM) estuvieron muy
cerca de alcanzar una variacion estadisticamente significativa, observandose en la figura
X1l una mayor respuesta de la ACh en las menores concentraciones, a diferencia de la
respuesta observada en los anillos preincubados con tRV 100 puM. El efecto protector
antioxidante del tRV (1 y 10 puM), puede estar implicada la via de la L-arginina-NO- GMP,
Segun estudios realizados por Orallo y cols, 2002. El tRV inhibe la NAD(P)H oxidasa, la
segunda enzima que participa en la sintesis de O,-. La NAD(P)H oxidasa es una enzima
de membrana (aunque tiene unas subunidades citosélicas) que, a partir del oxigeno y del
NADH (sustrato preferentemente en células fagociticas) procedentes del metabolismo
celular, cataliza la biosintesis de NAD+, NADP+y O,-. El tRV seria un potente inhibidor
de esta enzima y, por consiguiente, es un buen antioxidante ya que disminuye la

biosintesis de O,-.
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Los resultados obtenidos de este trabajo indican que bajo condiciones de estrés
oxidativo, habituales en diversos modelos experimentales biolégicos (Jones, 2008), la
contractibilidad de aorta de rata no fue mayormente afectada.

El biomarcador Emax-ACh (%) del tRV [100 uM] (tabla 4) sefiala diferencia
significativa respecto de su contraparte (tabla 5), observandose una mayor respuesta a la
ACh en condiciones de EO, sin embargo este resultado no fue el esperado ya que
debiese haber una menor respuesta a la ACh en estas condiciones.

A pesar de que el H,O, es ampliamente utilizado en los estudios vasculares de
reactividad in vitro para inducir estrés oxidativo, la via detallada y el mediador responsable
de la contraccién inducida por H,O, no se comprenden completamente. Las enzimas que
podrian estar implicadas en este mecanismo son la fosfolipasa A2, fosfolipasa C y COX
(Gao y Lee, 2001). El H,O; tiene un rol dual, tanto de servir como un oxidante y como una
molécula esencial en la sefializacion celular que regula los procesos bioldgicos. Las
propiedades especificas de H,O, se determinan principalmente por su reactividad,
potencial redox y la relativa estabilidad en las células (en comparacion con otros ROS) y
su capacidad de atravesar las membranas. Estudios recientes han encontrado que
algunas membranas son poco permeables al H,O, Se ha propuesto que acuaporinas
especificas facilitan el transporte de H,O, a través de las membranas, la composicion de
lipidos también puede influir en la difusién de H,O, a través de las membranas (Malinouski
y Zhou, 2011).

Para evaluar el efecto oxidante del H,O, se han utilizado como modelo de estudio
tanto 6rganos como tejidos. Estudios de Moreno y cols, 2010, demostraron que el H,O,
puede inducir vasoconstriccion en la vasculatura del rifidon de rata aislado. Utilizando
concentraciones que fluctuaban desde 2,2 a 22x10 ® mol, evaluando el H,O, de manera
directa. Otros resultados sugieren que el efecto vasoconstrictor del H,O, en la vasculatura
renal de la rata compromete los siguientes componentes 1) flujo de Calcio extracelular, 2)
activacion de PKC, y 3) Estimulacion de las vias que llevan a la sensibilizacion de
elementos contréctiles al calcio (Moreno y cols, 2010).

En estudios realizados por Zheng y cols, 2010, se demostro el efecto protector del
resveratrol en células epiteliales del cristalino humano (HCEB) sometidas a estrés
oxidativo por el oxidante H,O,, 100 uM por 24 horas de incubacién (Zheng y cols, 2010).

En experimentos realizados por Kao y cols, 2010 se utiliz6 como modelo de
estudio el cultivo de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), donde las
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células fueron expuestas a 100 uM/L H,O, por 12 horas para inducir estrés oxidativo (Kao
y cols, 2010) para demostrar el efecto protector del tRV. En el caso de estudios realizados
por Hafizah y cols, 2010, se utiliz6 como modelo de estudio HUVECsS, las cuéles fueron
tratadas con varias concentraciones de H,O, (0-1000 pmol/L) por 24 horas (Hafizah y cols,
2010) para demostrar el efecto antioxidante de Piper sarmentosum.

Los resultados pueden llevar a plantear que las condiciones de estrés oxidativo no
fueron lo suficientemente drasticas como para afectar los biomarcadores elegidos, lo cual
llevaria a aumentar ya sea el tiempo de exposicién o bien la concentracion del agente
oxidante (H.O,). Sin embargo, las evidencias muestran que estas mismas condiciones
son capaces de alterar la expresion y actividad de enzimas involucradas en las defensas
antioxidantes celulares (Hattori y cols, 2002; Wallerath y cols, 2002; Imamura y cols, 2003;
Ungvari y cols, 2006; Jones, 2008; Kao y cols, 2010), indicando que no es posible hacer
una proyeccion directa desde un nivel de complejidad bioldgico a otro, y deja en evidencia
la necesidad de ampliar el espectro de biomarcadores, especialmente para sustancias
que tienen un amplio espectro de accion como tRV y otros polifenoles.

Por ultimo, debido a que algunos biomarcadores estuvieron muy cerca de alcanzar
una variacion estadisticamente significativa, se debe mejorar los protocolos y disefios
experimentales, tanto en disminuir la variabilidad, asociada a la manipulacion de los

vasos, asi como contemplar un mayor N experimental.
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7. CONCLUSION.

A pesar de utilizar condiciones de estrés oxidativo que producen cambios significativos a
nivel de expresion y actividad de enzimas importantes en la generacién y regulaciéon de
sefiales celulares (algunas de ellas asociadas a estrés oxidativo), a un nivel mas complejo
(como lo es el nivel de érgano aislado) no se observé cambios importantes en los
biomarcadores asociados a contractibilidad. A diferencia de ello, si se produjo cambios
significativos en estos biomarcadores cuando los vasos fueron incubados en medio de

cultivo.

Los resultados de esta tesis confirman la complejidad de todo sistema biolégico y los
vemos como una sefial que indica la necesidad de aproximarse a ella mediante protocolos

experimentales mas integrales.
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9. ANEXOS.

ANEXO I.

Mortalidad por enfermedades cronicas no transmisibles en paises del

mundo en el afio 2004 (cada 100.000 habitantes)
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ANEXO II.

Mortalidad por enfermedades cronicas no transmisibles en paises del

mundo en el afio 2004 (cada 100.000 habitantes)
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ANEXO Il.
Porcentajes de principales causas de muerte en Chile por
regiones aio 2003
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ANEXO IV.

Porcentajes principales de causas de muerte en Chile.
Afio 1997-2003
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ANEXO V. Sintesis de Oxido nitrico, modificado de Vallance y cols, 2001.
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ANEXO VI. Via de sintesis del tRV (Hans y Hu, 2008).
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Esquema de la via del fenilpropanoide. Las enzimas involucradas en la sintesis del tRV

son fenilalanina amonioliasa (PAL), cianamato-4-hidroxilasa (C4H) que pueden ser

sustituidos por una enzima tirosina aminoliasa (TAL). Sigue en la ruta el 4-cumarato CoA
ligasa (4CL) y estilben sintetaza (STS). STS y chalcona sintetasa (CHS) comparten los

mismos sustratos e intermediarios pero uno produce tRV desde C2---C7 mediante

condensacion alcohdlica y la otra produce chalcona desde c6---c1 mediante la

condensacion de Claisen, respetivamente. Se representa en rojo la estructura de Malonyl-

CoA.



ANEXO VII. Tabla modificada de Pirola y cols, 2008.
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Principales Moléculas Moduladas por Resveratrol

Metabolito target

Mecanismo de Accién Propuesto

Efecto biol6égico asociado

Modelo

Ciclo y Lipo
Oxigenasas

Unién del Resvcon el sitio activo de la
peroxidasa (Inhibicién irreversible)

Disminucioén de la inflamacion y
generaciéon de tumores

Animal (Ratén)

Inhibicién del crecimiento e inducciéon de

Celular (Géastrico y

Ick ibicié iti i i
PKC y p56 Inhibicién competitiva del PKC apoptosis en Ilrjeas celulares prostatico)
cancerigenas
Erkly 2 Inhibicién de la endotelina- 1 Induccion enznlmatlca, Proteccion Orgar}o (Arteria
Cardiovascular. coronaria de cerdo)
L . Induccién enzimatica, Proteccion Organo (Arteria
JNK-1y p38 Inhibicion de la endotelina- 2 h .
Cardiovascular. coronaria de cerdo)
IKKB Supresion de IKKd:TI?'Sme la fosforilacion Inhibicion de la sobrexpresion de COX-2 | Animal (Ratén piel)
inhibiendo NF-kB, evitando la formacién de L . . .
NF-kB ’ Inhibicion de la sobrexpresion de COX-2 | Animal (Ratén piel
TPA (phorfol ester de acetato). hiet xprest : ( pieh
Srcy STAT-3 Disminucion de la fosforilacion de las Acitvidad Antitumoral ( apoptosis Celular (fibroblastos

Tirosinas kinasas Src por union STAT-3

celular)

de raton)

Ribonucleitido

Destruccion de un ratical tirosil de
actividad catalitica de la Ribonucleotido

Inhibicién de la sintesis de DNA

Celular (celulas con

Reductada . leucemia)
sintetasa.
DNA Polimerasa a P . - - .
y 5 Inhibicién competitiva de DNA polimerasa no ha sido investigado..... Celular
PKD Inhibicién de la autofosforilacion de PKD | Accion quimiopreventiva sobre cancer. Celular
Quinona reductasa Inhibicién competitiva de QR2 Induccién de la muerte.celular mediada Celular (células K562)
2 por menadiona.
Aromatasa Inhibicién competitiva de Aromatasa Quimipreventivo en cancer mamario y [ Celular (Células MCF-
otros. 7y SKBR-3)
Sir-2/ SIRT1 Prolongacioén de la Calidad de Vida Animal (Drosofilas y
ratones)
- Activador de Adenilciclasa, aumentando Efecto citostatico y proapoptético en [Celular ( células CMF-
Adenilciclasa - A
la concentracion de AMPc células cancerosas 7)

Proteccion celular contra la

Celular (HepG2

AMPK Activacion de AMPK . P K . R
glucoxidacién, mejora del metabolismo. hepatocitos)
Aumento de los niveles enzimaticos de L . .
H Antioxidante celular. Celular (linfocitos
GHS GHSreductasa, GSH 1ox Y ular (i itos)
NADH/NADPH Inhibicién vascular de NADH/NADPH Disminucién basal de la generacion de .
. . - . Animal (Ratas, aorta)
oxidasa oxidasa radicales libres.
Aumento de la expresion de RNAm, Celular (celulas de
eNOSs aumentando los niveles de eNOS y la Vasorelajacion dependiente de endotelio cordén umbilical

generacion de ON

humano)




ANEXO VIII. Equipo Myobath II, WPI, 2008.
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ANEXO IX. Tabla del disefio experimental del estudio farmacolégico.

INCUBACION REACTIVIDAD VASCULAR

60

Incubacion Incubacion
T =33C T=33°C
Tiempo=10h Tiempo =3h Contraccion Relajacion
C1 |Locke Locke 3K+70mM/Fe®M | ACh[10°-10* M]
E1 |Locke +t-RESV [100 uM] | Locke 3K+70mM/Fe®M | ACh[107-10* M]
Locke + t-RESV [10 uM] | Locke 3K+70mM/Fe®M | ACh[107-10™ M]
Locke + t-RESV [1 uM] Locke 3K+70mM/Fe®M | ACh[10°-10™ M]
C2 | Locke H,0,[100 uM] | 3K+70mM/Fe®M | ACh[10°-10™ M]
E2 | Locke +t-RESV [100 uM] | H,0,[100 uM] | 3K+70mM/Fe®M | ACh[10°-10"* M]
Locke + t-RESV [10 uM] | H,0,[100 uM] | 3K+70mM/Fe®*M | ACh[10°-10™* M]
Locke + t-RESV [1 uM] H,0,[100 uM] | 3K+70mM/Fe®M | ACh[10°-10™ M]

C=control; E= experimento; ACh= Acetilcolina; Fe =Fenilefrina; tRV=trans-resveratrol

ANEXO X. Esquema de metodologia del estudio farmacoldégico.
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ANEXO XI. CDR de Fenilefrina en anillos de aorta de rata precontraidas con KCI 70Mm vy
CDR de Acetilcolina en anillos de aorta de rata pre contraidos con Fe107'M.
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ANEXO XII. CDR de ACh en anillos de aorta de rata previamente contraidos con solucion

KCI 70 mM y luego con Fe 107 M.
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ANEXO XIll. CDR de Fenilefrina en anillos de aorta de rata previamente incubados con
medio de cultivo PBS 5% vy diferentes concentraciones de tRV (10, 10°, 10° M), (37°C,
12 H incubacién, 4 H lavado).
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ANEXO XIV. Curva dosis respuesta de Fenilefrina en anillos de aorta de rata previamente
incubados con Solucién Krebs y diferentes concentraciones de tRV (10*, 10°, 10°
M).(10h-3h a 33 °C)
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ANEXO XV. Curva dosis respuesta de Fenilefrina en anillos de aorta de rata previamente
incubados con Solucion Krebs y diferentes concentraciones de tRV (10, 10°, 10° M).
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