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Universidad Complutense de Madrid

Flavonoids are polyphenolic compounds widely distributed in the plant kingdom,
mainly in dietary fruits, vegetables and derived products such as wine and chocolate,
and quercetin is the most abundant and the best studied one. Flavonoids have been
proposed to exert beneficial effects in the prevention of a large number of diseases,
including cancer, cardiovascular disease, and neurodegenerative disorders. The
flavonoid class includes several thousand compounds as found in nature, including
several subclasses such as flavonols, flavones, flavanones, flavanols, anthocyanidins,
isoflavones, dihydroflavonols and chalcones. They are regularly ingested in the diet as
complex mixtures of different flavonoid compounds together with other active
substances. Flavonols are present, usually as diverse glycosides, in considerable
amounts in our normal diet. Although flavonols can be found virtually in all vegetables
and fruits, the richest sources include onions, apples, cider, grapes, wine and tea. After
oral ingestion, flavonoids are subject to chemical modification within the
gastrointestinal tract by the enzymes of the host and microbiota and further metabolized

after absorption in the intestinal wall, the liver and peripheral tissues.

In the introduction, the state of the art of cardiovascular effects of flavonoids is
reviewed as well as their pharmacokinetics. Even when not all epidemiological studies
reported an inverse association between dietary flavonoid consumption and mortality
from cardiovascular diseases, a large body of evidence supports the hypothesis that
flavonoids exert protective cardiovascular effects. Flavonols, and specially quercetin, in
addition to its anti-oxidant effect, can modulate (mostly inhibit) the activity of an
impressive number of enzymes. Thus, it can be predicted that a huge number of
biochemical signalling pathways and, therefore, physiological and pathological
processes, can be affected by thiflavonol. It can potentially interact with many of the
molecular targets known to be involved in the pathophysiology of ischemic heart
disease and stroke. Thus, it may act by multiple mechanisms operating both in the long
term prevention and in the acute phase of cardiovascular events. To summarize, there is
solid evidence that, in vitro, quercetin and relatedlavonols exert: (1) endothelium -
independent vasodilator effects, (2) protective effect on nitric oxide and endothelial
function under conditions of oxidative stress, (3) platelet antiaggregant effects, (4)

inhibition of LDL oxidation, (5) reduction of adhesion molecules and other
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inflammatory markers and (6) prevention of neuronal oxidative and iflammatory
damage. The in vitro effects regarding NO production in healthy vessels and glucose
uptake in adipocytes are controversial. The metabolites of quercetin show partial
protective effects on endothelial function and LDL oxidation. In animal models of
disease, quercetin produces undisputed antihypertensive and antiatherogenic effects,
prevents endothelial dysfunction and protects the myocardium from ischemic damage.
However, it has no clear effects on serum lipid profile and on insulin resistance although
at high doses it may also reduce obesity. Several human intervention trials with isolated
flavonols demonstrate an antihypertensive effect while no data is available on
endothelial function, insulin resistance or atherosclerosis. Some evidence also points to

differential effects depending on the genetic background of the patients.

An interesting issue which has been the focus of attention in recent years is whether the
observations made in vitro with quercetin and other flavonols have any relevance in
vivo. The biological activity of flavonoids has been analyzed using commercially
available aglycones (not glycosylated) compounds which are present at extremely low
concentrations in plasma. Quercetin may be administered orally as an aglycone or in the
form of glycosides (e.g. quercetin, rutin, quercetin-3-glucoside), which are the major
forms found in food. Glucosides are hydrolyzed in the intestine but some (e.g.
quercetin-3-glucoside) may be also absorbed as such using the glucose transporter
SGLTL1. Quercetin is rapidly conjugated with glucuronic acid and/or sulfate during first-
pass metabolism in the intestine or liver and a portion of the metabolites is also
methylated. Thus, the major metabolites of quercetin in human plasma are quercetin-3-
glucuronide, quercetin-3’-sulfate and isorhamnetin-3-glucuronide (3’-methyl-quercetin-
3-glucuronide). The limited information available about the in vitro effects of these
metabolites is also reviewed in the introduccion. In general, these metabolites are less
active than the parent compounds and sometimes totally inactive. For instance,
glucuronidated and sulfated metabolites lack a direct acute vasodilator effect in isolated

arteries and they have only a partial effect in preventing acute endothelial dysfunction.
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In results | (Lodi et al., 2008), we describe that quercetin metabolites, in contrast to
guercetin, do not undergo auto-oxidation, being more stable, do not produce free

radicals and do not inhibit the biological activity of NO.

However, despite quercetin in plasma is found almost entirely as conjugated
metabolites, several studies have found that the aglycones, together with variable
amounts of conjugated metabolites, are present in considerable amounts in tissues. In
addition, glucuronide conjugated metabolites of quercetin can be hydrolyzed by B-
glucuronidase, releasing the parent aglycone structure. It has been found that quercetin
glucuronides were hydrolyzed and suggested that the activity of quercetin glucuronides
depends on their deconjugation. Based on these indirect evidences, it has been proposed
that glucuronide conjugates of quercetin function not only as detoxified metabolites but
hydrophilic bioactive agents to various ROS-generating systems and precursors of
hydrophobic aglycone.

From this perspective, in results 1l (Menendez et al., 2011a), we hypothesized that
a) quercetin-3-glucuronide (Q3GA) can deconjugate in the vascular beds and exerts its
effects in vitro via the release of quercetin and b) Q3GA exerts a blood pressure
lowering effect. Our results confirm that 1) Q3GA can be deconjugated enzymatically
in a perfused vascular bed releasing free quercetin which accumulates in the
perfusing fluid and within the tissue. 2) Q3GA is more stable than free quercetin in the
vascular bed, 3) Q3GA exerts inhibitory effects on vascular contraction in vitro when
incubated for long time periods via the release of free quercetin and 4) Q3GA exerts a
progressive and long lasting blood pressure lowering effect in vivo. Taken
together, these results suggest that the circulating glucuronides in plasma behave
as quercetin carriers and that the aglycone released in the target organs seems to
be the final effector.

On the other hand, due to their ubiquitous distribution, flavonoids from different classes
are commonly present together in foods and/or are consumed in the same meal. In fact,
prototypical flavonoid rich foods contain a large number of different flavonoids in

variable amounts. However, little is known about the interactions between them.
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Endothelial, vascular smooth muscle cells and platelets are three main targets for the
actions of flavonoids regarding cardiovascular disease. Quercetin and catechin have
been reported to act synergistically in reducing platelet recruitment via the inhibition
of protein kinase C-dependent NADPH oxidase activation. Pharmacokinetic

interactions have also been described.

In results 11l (Menendez et al., 2011b), we have analysed the interactions between
quercetin and catechin, the representative compounds of the two major classes of
flavonoids, on vascular function in vitro. We show that compared with quercetin,
catechin produced weak vasodilator effects in conductance and resistance arteries, a
weak ability to modulate oxidative stress-induced endothelial dysfunction and did not
show pro-oxidant effects. We used the isobolographic analysis to determine the drug—
drug interactions in the aorta, because is an easy and appropriate method for the study of
drug—drug interactions when both drugs show activity. The isobologram revealed that
the vasodilator effects of both flavonoids were additive. In mesenteric and pulmonary
arteries, the isobologram could not be plotted because of the weak effect of catechin.
However, our data also suggest a lack of interaction. Importantly, catechin did not
influence the effects of quercetin on the other parameters analysed.

In summary, in this Doctoral Thesis we propose that the glucuronidated derivatives of
quercetin, which lack several of the biological properties of the parent compound, act as
carriers of quercetin and deliver the free aglycone in situ at the vascular level by
deconjugation. This cycle of conjugation-deconjugation is essential for the blood

pressure lowering effects of quercetin in vivo.
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Los flavonoides

Flavonoide (del latin flavus, "amarillo™) es el término genérico con el que se identifica a
una serie de metabolitos secundarios de las plantas. Estos son sintetizados a partir de
una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como "la
ruta biosintética de los flavonoides”. La estructura base, es un esqueleto 2-fenilcromano
C6-C3-C6 (Bruneton, 2001; Cody, 1988) que esta formado por un anillo bencénico (A)
unido a un anillo heterociclico piranico (C) y un segundo anillo fenilo (anillo B) que se
une en posicion 2, dando lugar al grupo de los flavonoides propiamente dichos, o puede
hacerlo en posicién 3, dando lugar a los isoflavonoides (Figural). Esta estructura basica
puede sufrir muchas modificaciones y adiciones de grupos funcionales, a posteriori, por
lo que los flavonoides se convierten en una familia muy diversa de compuestos, aunque
todos los productos finales se caracterizan por ser compuestos polifendlicos. Los
flavonoides constituyen el grupo mas importante de polifenoles presente en la dieta
(Rice-Evans et al., 1998; Rice-Evans CA, 1998b).

El primer flavonoide fue identificado en 1930 por el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina Albert Szent-Gyorgyi, quien aislo de la cdscara de limon una sustancia, la
citrina, capaz de regular la permeabilidad de los capilares al ser consumida. Los
flavonoides se consideraron inicialmente vitaminas, denominados vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C2, porque algunos tenian propiedades similares a la
vitamina C. El interés en estos compuestos decayé en la década de 1940 después de que
se demostrara que, al contrario de los micronutrientes, no son esenciales para la salud
humana (Joint-Comitte-nomenclature-ASBC-AIN, 1950). Sin embargo, mucho mas
tarde, en la década de 1990, ha tenido lugar una gran expansion en este campo, con la
publicacién de diversos estudios epidemioldgicos que asociaban una menor incidencia
del cancer y las enfermedades cardiovasculares a una mayor ingesta de flavonoides
(Hertog et al., 1993; Keli et al., 1996). Hoy en dia se han publicado mas de 50.000
estudios sobre los flavonoides y méas de 10.000 sobre la quercetina, que representa el

principal flavonol en la dieta (Hertog et al., 1996). Se estima que este flavonoide
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constituye aproximadamente el 75% de los flavonoles y flavonas de la dieta en Estados
Unidos (Sampson et al., 2002).

1. Clasificacion, estructura quimica vy distribucion en frutas y

verduras.

Los flavonoides estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal y representan dos
tercios de todos los polifenoles ingeridos en la dieta, mientras que los acidos fendlicos
constituyen el tercio restante (Scalbert et al., 2000). Entre los flavonoides, la quercetina
representa el principal flavonol en la dieta (Hertog et al., 1996). Existe una creciente
evidencia de que la absorcion y biodisponibilidad y, por lo tanto, la actividad de los
compuestos fenolicos y los flavonoides dependen, en gran medida, de su estructura
quimica. Su clasificacién quimica (Figura 1) y la aparicion de la dieta se discute

brevemente en la siguiente seccion.

0

OH

Flavonol Flavan-3-ol Flavona Flavanona Antocianidina Isoflavona

Figura 1. Estructura basica de los flavonoides y las diferentes subclases de

flavonoides.

Hasta la fecha se han sido descritos més de 6000 flavonoides y este nimero no deja de
aumentar (Chong et al., 2010; Harborne et al., 2000). Veitch et al. (2010) han descrito
recientemente mas de 700 nuevos flavonoides. Los flavonoides se clasifican en

diferentes clases estructurales, dependiendo de las modificaciones del anillo central C y
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se denominan; flavonoles, flavonas, flavan-3-oles, flavanonas, isoflavonas vy
antocianidinas. En algunos casos, el anillo heterociclo C compuesto por 6 carbonos se
presenta de forma isomérica abierta o es remplazada por un anillo de 5 miembros como
es el caso de las chalconas. El resto de grupos de flavonoides, que estan
cuantitativamente menos presentes en la dieta, son los dihidroflavonas, los flavan-3,4-

dioles, las cumarinas y las auronas.

1.1. Los flavonoles

Los flavonoles son los flavonoides mas ampliamente distribuidos en las plantas que
forman parte de la dieta. Pueden variar en su color desde el blanco hasta el amarillo.
Estan representados principalmente por la quercetina, el kaempferol y la miricetina. La
isorramnetina, el derivado metilado de la quercetina, es también bastante comun (Figura
2).

Flavonoles RV
/\\"’ R4
|
0 _A~R¥
|
1
I Rz
R2 R3" R4- R5" RT
3-OHAflavona H H H H H H
Cuercetina H OH OH H CH OH
Kaempferol H H OH H OH OH
Miricetina H OH OH OH OH OH
Isorhamnetina H OCH; OH H OH OH
Tamarixetina H OH DCHs H OH OH
Morina OH H OH H OH OH
Fisetina H OH OH H H OH

Figura 2. Estructuras quimicas de los flavonoles mas comunes. Modificado de Perez-
Vizcaino et al. (2010).
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De todos los flavonoides encontrados en la dieta, la quercetina es el m&s ampliamente
distribuido. Esta presente en diversas frutas y verduras, pero en alta concentracion (200-
1000 pg g™) especialmente en las cebollas (Alium cepa), (Crozier A, 1997; Hertog et
al., 1992). En un reciente estudio publicado por (Sultana et al., 2008), el nivel de los
flavonoles fue determinado en 22 plantas (9 vegetales, 5 frutas, y plantas medicinales).
Las concentraciones mas altas se detectaron en la planta medicinal moringa (Moringa
oleifera; 68 pg g*) seguida de la fresa (Fragaria spp.; 40 pg g), la higuera sagrada
(Ficus religious; 12 pg g™), las espinacas (Spinaceae oleraceae; 19 pg g™) y la coliflor

(Brassica oleraceae) (18 pg g™).
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Figura 3. Estructuras quimicas de los principales glicosidos de quercetina en frutas y

verduras.

Los flavonoles se encuentran en las plantas casi siempre en forma de conjugados
glicosilados (figura 3). Los principales flavonoles en la cebolla son quercetina-4’-O-
glucédsido y quercetina-3,4’-O-diglucosido y en menor cantidad, la isorramnetina-4’-O-

glucésido (Mullen et al., 2004). Un amplio rango de otros conjugados de quercetina
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tales como quercetina-3-O-galactdsido, quercetina-3-O-rhamnoésido, quercetina-3-O-
xilésido, quercetina-3-O-rutindsido, quercetina-3-O-arabinofurandsido y quercetina-3-
O-arabinopiranosido se encuentran en la manzana (Malus x domestica) (Marks et al.,
2007). Por otra parte, la quercetina-3-O-rutinésido, es el principal flavonol en los
tomates (Lycopersicon esculentun), los esparragos (Asparagus officinalis), los
melocotones (Prunas persoca), y las nectarinas (Prunas persica var. Nectarina) (Crozier
et al., 2006c; Makris et al., 2001). En los mangos (Mangifera indica), también se han
detectado, quercetina-3-O-glicésido, quercetina-3-O-galactosido, y quercetina-
arabinosido (Schieber et al., 2000). Otros flavonoles en la dieta incluyen kaempferol-3-
O-rutinésido en kiwi (Actinidia deliciosa) y los conjugados de miricetina en bayas
(Peterson et al., 1998). En las judias verdes se pueden encontrar cantidades
substanciales de quercetina-3-glucuronido.

Las uvas (Vitis vinifera), y los productos derivados de la uva como el vino, contienen un
amplio rango de flavonoides tales como quercetina, miricetina, kaempferol,
isorramnetina, quercetina-3-O-glicosido, quercetina-3-O-galactdsido, kaempferol-3-O-
glicosido y kaempferol-3-O-rutindsido (Makris et al., 2001). Las infusiones de te
(Camellia sinenses) también contienen un variado espectro de flavonoles en forma de

mono-, di- tri-sacaridos (Del Rio et al., 2004).

1.2. Las flavonas

Las flavonas tienen una estructura muy similar a los flavonoles y difieren solo en la
ausencia del grupo hidroxilo en la posicioén 3 del anillo C. La apigenina y la luteolina
son las flavonas més comunes en la dieta. Estas, a diferencia de los flavonoles, no se
encuentran tan ampliamente distribuidas a concentraciones significativas en la dieta.
Sélo se han encontrado en altas concentraciones en el apio (Apium graveolens), el
perejil (Petroselinum crispum) y la alcachofa (Cynara scolymus) (Crozier et al., 2006a).
Por tanto, la ingesta de estos flavonoides a través de la dieta es menor que la de otros
grupos. Las flavonas conjugadas, como los glucosidos de apigenina, la luteolina y el
crisoeriol, se encuentran en el apio (Herrmann, 1976), mientras que la alcachofa
contiene luteolina-7-O-glucosido, luteolina-7-O-rutindsido, apigenina-7-O-rutindsido

(Wang et al., 2003). Cantidades sustanciales de luteolina-7-O-glucuronido, luteolina-7-
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O-glucoésido y luteolina-7-O-rutinésido se encuentran en dos variedades de la lechuga
(Lactuca sativa), la lechuga hoja de roble roja y la lechuga Lollo Rosso (Llorach et al.,
2008). Las flavonas polimetoxiladas como la nobiletina, scutellareina, sinensetina y
tangeretina se encuentran exclusivamente en los citricos (Crozier et al., 2006c); la
diosmetina-7-O-glucuronido ha sido aislada de los frutos de una hierba china, Luffa
cylindrica, mientras que el té rojo rooibos, preparado a partir de las infusiones de las
hojas jovenes y brotes del arbusto rojo africano Aspalathus linearis, contiene un numero
de compuestos que incluyen c-glucosidos de flavonas en la forma de isoorientina
(luteolina-6-C-glucosido) y orientina (luteolina-8-C-glucésido) (Bramati et al., 2003).
Orientina y isoorientina también se encuentran en el limoncillo (Cymbopogon citrata)
junto con otros dos C-glucésidos de flavonas, el chrisoeriol-6-C-glucosido y el 7-O-
metil-luteolina-6-C-glucosido (Cheel et al., 2005).

Estudios recientes han demostrado que cuando las flavonas se encuentran metoxiladas,
tanto su estabilidad metabdlica como el transporte a través de la membrana intestinal y
hepéatica aumenta de forma dramatica, lo que mejora la biodisponibilidad oral. Ademas,
las metoxiflavonas también muestran un aumento de las propiedades de
quimioprevencion del cancer en comparacion con la flavonas mas comunes no
metiladas (Walle, 2007).

1.3. Los flavan-3-oles

Las caracteristicas estructurales principales de los flavan-3oles son la ausencia de un
doble enlace en posicion 2,3, lo que da lugar a la aparicion de un carbono asimétrico y
la presencia de hidroxilo en el carbono 3 (lwashina, 2000). Los flavan-3-oles
representan la mayoria de los flavonoides que se consumen en la regién de América, y
muy probablemente en la dieta occidental, y son considerados como ingredientes
funcionales en diversas bebidas, alimentos integrales y procesados, hierbas medicinales
y suplementos. Su presencia en los alimentos afecta a diferentes parametros de calidad
tales como la astringencia, amargura, acidez, dulzor, viscosidad salival, aroma, y color
(Aron PM, 2007). Los flavan-3-oles representan la subclase de flavonoides

estructuralmente mas compleja e incluye desde los monomeros simples (+)-catequina y
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su isomero (-)-epicatequina (figura 4) a las proantocianidinas oligoméricas, que son
también conocidos como taninos condensados (Crozier et al., 2006b). El tipo mas
abundante de las proantocianidinas en las plantas son las procianidinas, las cuales estan
compuestas exclusivamente por subunidades (epi) afzelequina y (epi) galocatequina que

se llaman propelargonidinas y prodelfinidinas, respectivamente (Balentine et al., 1997).

OH OH

OH OH
A Hom
7,
HO OH HO OH

(-)-Epicatequina (+)-Catequina
Figura 4. Estructuras quimicas de los principales flavanoles de la dieta.

Los flavan-3-oles se encuentran abundantemente en frutas como el albaricoque (Prunus
armeniaca), las guindas (Prunnus cerasus), las uvas y moras (Rubus spp.) (Hong et al.
2004). La cebada, aparentemente, es el unico cereal comun con un importante contenido
de proantocianidinas (0,6-1,3 g kg™) (Santos-Buelga et al., 2000). La (+)-catequina y la
proantocianidina prodelfinidina B son los principales flavan-3-oles monoméricos y
diméricos, respectivamente que se encuentran en la cebada y la malta, donde la
prodelfinidina B3 es el principal contribuyente a la actividad atrapadora de radicales
libres (Dvorakova et al., 2007). Las proantocianidinas también se han detectado en los
frutos secos. De hecho, las avellanas (Corylus avellana) y las nuezes de pecan (Carya
illinoensis) son particularmente ricas en proantocianidinas (5 g Kg?), mientras que las
almendras (Prunus dulcis) y los pistachos (Pistachio vera) contienen 1,8-2,4 mg kg™,
las nueces (Juglans spp.) 0,67 g Kg™, los cacahuetes tostados (Arachis hypgaea) 0,16 g
Kg.1, y los anacardos (Anarcardium occidentale) 0,09 g Kg™ (Crozier et al., 2006c). El
chocolate negro derivado de las semillas tostadas de cacao (Theobroma cacao) es
también una fuente rica de procianidinas (Gu et al., 2004). Los flavan-3-oles y la
proantocianidina B, los dimeros Bs y los trimeros C; se encuentran en los granos de

cacao fresco. Los flavan-3-oles se han detectado también en la menta (Mentha
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rotundifolia), la albahaca (Ocimum basilicum), el romero (Rosemarinus officinalis), la
salvia (Salvia officinalis) y el eneldo (Anethum graveolens) (Shan et al., 2005).

Los flavan-3-oles pueden someterse a esterificacion con acido galico para formar
galatos de catequina, y las reacciones de hidroxilacion dan lugar a las galocatequinas.
Las galocatequinas como (-)-epigalocatequina, (-)-galato de epigalocatequina y el galato
de (-)-epicatequina son abundantes en las infusiones de té verde (Stewart et al., 2005).
Durante la fermentacion para producir el té negro, estos compuestos se polimerizan,
dando lugar a las flavinas del té, de alto peso molecular y llamadas terubiginas (Crozier
et al., 2006c). Otras bebidas como el vino tinto y la cerveza también son ricas en flavan-
3-oles. Los vinos tintos contienen procianidinas oligoméricas y prodelfinidinas,
procedentes principalmente de las semillas de las uvas rojas (Auger et al., 2004). En la
cerveza se han detectado flavan-3-oles tales como (+)-catequina y (-)-epicatequina y los
dimeros prodelfinidina B3 y procianidina B3 (Crozier et al., 2006c).

1.4. Las flavanonas y las chalconas

Las flavanonas estan representadas principalmente por la naringenina, la hesperetina y
el eriodictiol, aunque también existen un nimero de compuestos menores, como la
sakuranetina y la isosakuranetina. Dos son las caracteristicas estructurales que poseen
las flavononas, la ausencia de un doble enlace 2, 3 y la presencia de un centro quiral en
el carbono-2 (Iwashina, 2000). En la mayoria de las flavanonas, el anillo C esta unido al
anillo B por el carbono 2 en configuraaion La estructura de las flavanonas les
confiere una alta reactividad, siendo la hidroxilacion, la glicosilacion y la O-metilacién

los tipos de reacciones mas comunes en este grupo.

Las flavanonas se encuentran exclusivamente en los citricos en sus formas glucosidicas.
El zumo de pomelo (Citrus paradisi) contiene hasta 377 mg L de naringina
(naringenina-7-O-neohesperiddsido) mientras que el zumo de naranja contiene entre 16
y 84 mg L de narirutina (naringenina-7-O-rutindsido) (Clifford, 2000; Manach et al.,
2004; Tomas-Barberan et al., 2000). La piel de los citricos es con diferencia la parte

mas rica en contenido en flavanonas. Cantidades significativas de eriodictiol-7-O-
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rutindsido se encuentran en el limén (Citrus limon) y en la lima (Citrus aurantifolia)
(Peterson et al., 1998). Los rutinésidos de flavanonas son insipidos mientras que los
neohesperidosidos  conjugados, como la  hesperetina-7-O-neohesperidosido
(neohesperidina) de la naranja amarga (Citrus aurantiurn) y naringenina-7-O-
neohesperidosido (naringina) del pomelo pelado (Citrus paradisi), tienen un sabor
intensamente amargo. La naringenina también se encuentra en los tomates. Los tomates
frescos, especialmente la piel, también contienen naringenina chalcona, que se convierte
en naringenina durante la fabricacion de la salsa de tomate (Krause et al., 1992). La
hesperetina-7-O-rutinésido también se ha encontrado en el kiwi, mientras que la
hesperetina-7-O-neohesperiddsido se ha encontrado en los platanos (Musa cavendishii)
(Dégeneve, 2004; Kanazawa et al., 2000).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el té rojo de rooibos, del cual se han
descrito un gran nimero de propiedades medicinales (Joubert et al., 1996; McKay et al.,
2007), contiene las flavonas C-glucosiladas, orientina e isoorientina. Ademas contiene
una serie de C-glucosidos atipicos de dihidrochalcona, siendo los principales
componentes el 2',3',4,4',6'-pentahydroxy-dihidrochalcona-3-C-glucésido (aspalatina) y
el 2'4,4'6'-tetrahidroxi-dihidrochalcona-3-C-glucésido  (notofagina). Durante la
fermentacion, la aspalatina se oxida convirtiéndose en las flavanonas C-glucésido

eriodictiol-6-C-glucosido y eriodictiol-8-C-glucosido (Krafczyk et al., 2008).

1.5. Las antocianidinas / antocianinas

Las antocianinas son pigmentos de las plantas solubles en agua y son particularmente
evidentes en las frutas y tejidos de las flores en los que son responsables de una amplia
gama de rojos, azules y purpuras. Se producen principalmente como glucésidos de sus
respectivas antocianidinas que contienen un cromdforo, por lo general el azlcar esta
unido a la posicién 3 en el anillo C o la posicion 5 en el anillo A (Prior et al., 2006).
Estos compuestos estan involucrados en la proteccion de las plantas contra el exceso de
luz y también tienen un papel importante en la atraccion de insectos polinizadores. Se
han descrito en la naturaleza cerca de 17 antocianidinas pero solo la 6-cianidina, la

delfinidina, la petunidina, la peonidina, la pelargonidina y la malvidina estan
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distribuidas en la dieta de forma importante. La variacion de las antocianinas se debe a:
(i) el nimero y posicion de los grupos hidroxilo y metoxilo en el esqueleto basico de las
antocianidinas (ii) la identidad, el nimero y las posiciones en las que se unen los
azlcares, y (iii) tanto el grado como el agente de acilacion del azucar (Prior et al.,
2006). A diferencia de otros subgrupos de los flavonoides con el mismo esqueleto C6-
C3-C6, las antocianinas tienen una carga positiva en su estructura a un pH neutro. La
antocianina mas comun en la fruta es la cianidina-3-glucésido (Kong et al., 2003). Sin
embargo, los glucésidos de malvidina son las antocianinas responsables del color rojo
caracteristico de la uva y sus productos derivados (Mazza et al., 1993). Otras
antocianinas presentes en las uvas son la petunidina-3-O-glucésido, malvidina 3-O-(6’-
O-p-coumaroyl) glucésido, malvidina-3-O-(6’-O-acetil) glucosido, delfinidina-3-O -
glucésido y malvidina-3,5-O-diglucésido (Burns et al., 2001; 2002).

El zumo de uva morada, preparado a base de uvas Concord, una especie autoctona de
américa (Vitis labrusca), y que tienen una piel mas gruesa que las de Vitis vinifera, es
una rica fuente de méas de 20 antocianinas. Los componentes principales son 3-O-
glucésidos y 3,5-O-diglucésidos de cianidina, peonidina, delfinidina, malvidina vy,
delfinidina-3-O-(6’-0O-acetil)-glucosido, delfinidina-3-0-(6’-O-p-coumaroyl)-5-O-
diglucosido, y delfinidina-3-O-(6’-O-p-coumaroil) glucésido (Mullen et al., 2008;
Wang et al., 2003).

Las antocianinas se encuentran abundantemente en las bayas, donde proporcionan a las
frutas sus caracteristicas gamas de colores. Los arandanos (Vaccinium macrocarpon), la
mora y el salco (Sambucus nigra) contienen derivados de un solo tipo de las
antocianinas (la cianidina), mientras que en el ardndano (Vaccinium corymbosum) y en
la grosella negra (Ribes nigrum) podemos encontrar una amplia gama de antocianinas.

Las antocianinas, como cianidina-3-O-rutindsido, cianidina-3-O-glucésido y peonidina-
3-O-rutindsido también se han encontrado en las cerezas dulces (Prunus avium) y las
guindas (Prunus cerasus) (Wu et al., 2004). Las ciruelas (Prunus domestica) y los
melocotones son también una fuente rica de cianidina-3-O-glucdésido y cianidina-3-O-

rutinésido (Crozier et al., 2006c).
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Las cebollas rojas contienen hasta 250 mg Kg™ de antocianinas (Clifford, 2000), siendo
los componentes principales la cianidina-3-O-(6’-malonyl)glucésido y cianidina-3-O-
(6’-malonil) laminaribiésido (Donner et al., 1997). La cianidina-3-O-(6’-malonil)
glucédsido es también un componente de la lechuga de hoja roja Lollo Rosso (Ferreres et
al., 1997), mientras que los 3-O-glucésidos y 3,5-O-diglucésidos de cianidina y
delfinidina se han encontrado también en el zumo de granada (Punica granatum) (Gil et
al., 2000).

1.6. Las isoflavonas

A diferencia de la mayoria de los otros flavonoides, las isoflavonas se caracterizan por
tener el anillo B unido al carbono C3 en lugar de al C,. Ademas su distribucion en el
reino vegetal es muy limitada y, de hecho, solo se encuentra en cantidades importantes
entre las leguminosas (Dixon et al., 1999; Graham, 1991). Las isoflavonas son
conocidas por su actividad estrogénica debido a su capacidad para unirse a los
receptores de estrégenos y han recibido mucha atencion debido a su posible papel en la

prevencion del cancer de mama y la osteoporosis (Barnes, 2003).

En todo el mundo, la soja (Glycine max) es casi la Unica fuente dietética de isoflavonas.
Las isoflavonas mas comunes, como la genisteina, daidzeina y gliciteina, también se
producen, aunque en niveles bajos, en el frijol negro (Phaseolus vulgaris) y los
guisantes (Pisum sativum). En las plantas, las isoflavonas se encuentran
predominantemente como P3-glucdsidos (genistina, daidzina, glicitina), o como acetil-
B-glucdsidos y malonil-p-glucosidos, siendo por lo tanto compuestos polares y solubles
en agua (Coward et al., 1998). Las isoflavonas también son objeto de diversas
modificaciones, como la metilacion, hidroxilacion o polimerizacion, y estas
modificaciones llevan a isoflavonoides simples, tales como isoflavanonas, isoflavonas y
isoflavanoles, asi como estructuras mas complejas como los rotenoides, pterocarpanos y
coumestanos (Dewick, 1993). Las isoflavonas como daidzeina-7-O-(6’-O-malonil)
glucésido y daidzeina-7-O-(6’-O-acetil) glucésido se encuentran en altas
concentraciones en soja (Barnes, 2003). La formononetina y la biocanina A, presentes

como 6’-O-malonil-7-O-glucosidos, 7-O-glucosidos y agliconas, son las isoflavonas
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més abundantes en el trébol rojo (Trifolium pretense), que es uno de los principales
ingredientes utilizados para extraer las isoflavonas utilizadas en los suplementos
dietéticos (Delmonte et al., 2006). La Pueraria lobata (nombre comun “kudzu”), una
vid perenne, autoctona de Japén y China pero que también crece en el sureste de
Estados Unidos, es otra fuente comercial de isoflavonas para los suplementos dietéticos.
La puerarina, daidzina (daidzeina-7-C-glucésido), y la daidzeina (daidzeina-7-O-

glucdsido) son las principales isoflavonas en el kudzu (Delmonte et al., 2006).

2. Los flavonoides y las enfermedades cardiovasculares

Desde la década de 1990, tal y como se ha mencionado al principio de esta
introduccién, tuvo lugar una gran expansion en el estudio de la actividad biologica de
los flavonoides y se llevaron a cabo una serie de estudios epidemioldgicos tratando de
correlacionar la alta ingesta de compuestos fendlicos y de flavonoides en la dieta a
través del consumo de frutas y verduras, con un menor riesgo de enfermedades
degenerativas. La mayoria de estos estudios (Hertog et al., 1993; Hertog et al., 1997;
Keli et al., 1996; Lin et al., 2007; Sesso et al., 2003), aunque no todos (Geleijnse et al.,
2002; Knekt et al., 1996; Ness et al., 1997), observaron una relacion inversa entre la
ingesta de flavonoides y las enfermedades cardiovasculares. Los resultados de un
reciente meta analisis sobre los flavonoides, alimentos ricos en flavonoides y el riesgo
vascular (Hooper et al., 2008) muestran que no existen pruebas concluyentes sobre la
eficacia de los flavonoides en la dieta, aunque los polifenoles del cacao, las

isoflavonas de la soja y las catequinas del té mostraron algunos efectos positivos.

Aunqgue no todos los estudios epidemioldgicos muestran una asociacion inversa entre el
consumo de flavonoides y la mortalidad por enfermedad cardiovascular, un gran
numero de evidencias cientifica apoyan la hipdtesis de que los flavonoides tienen un

importante efecto protector de las enfermedades cardiovasculares.

Los flavonoles son comercializados como suplementos dietéticos, ya sea como

compuestos puros (por ejemplo, la quercetina) o como mezclas o extractos de
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flavonoides, a menudo en dosis que exceden en gran medida la ingesta alimentaria.
Algunos flavonoides, como la hesperidina, se utilizan también como medicamentos
venotonicos para el tratamiento de varias enfermedades venosas (Lyseng-Williamson et
al., 2003).

Ademaés de su tradicionalmente reconocido efecto antioxidante, los flavonoides son
capaces de modular la actividad (en su mayoria mediante inhibicién) de un gran nimero
de enzimas implicadas en el control de diferentes procesos fisiologicos, incluyendo el
control del tono vascular y la proliferacion celular. Por lo tanto, se puede predecir que
un gran ndmero de vias de sefializacién bioquimica y, por tanto, de procesos
fisioldgicos y patoldgicos pueden ser modulados por este flavonol. De hecho, es
sorprendente que la quercetina sea todavia ampliamente considerada sélo como un
antioxidante y, aun mas sorprendente, que a menudo sea utilizada como una herramienta
farmacoldgica para inhibir de forma especifica una enzima en concreto. La quercetina
puede interactuar potencialmente con muchas de las dianas moleculares implicadas en
la fisiopatologia de la cardiopatia isquémica y el derrame cerebral. Por lo tanto, la
guercetina puede actuar por varios mecanismos que operan tanto en la prevencion a
largo plazo como en la fase aguda de los eventos cardiovasculares. Estas multiples
interacciones pueden explicar los efectos protectores de las enfermedades
cardiovasculares aunque, ocasionalmente, también podrian dar lugar a efectos

perjudiciales.

En este apartado, revisaremos las evidencias cientificas en continuo crecimiento que
apoyan la hipotesis sobre el papel beneficioso de los flavonoides en las enfermedades
cardiovasculares y las posibles dianas moleculares implicadas. La mayoria de los
estudios se han llevado a cabo utilizando el flavonol quercetina. Los datos disponibles
indican que los efectos bioldgicos del kaempferol, la isoramnetina y la tamarixetina son
cualitativamente similares. La miricetina comparte con el resto de estos flavonoles
algunas de sus acciones, pero puede producir ademas efectos diferentes y, en ocasiones,
opuestos. Por dltimo, se han desarrollado un gran ndmero de estudios interesantes
utilizando alimentos, plantas medicinales o extractos de flavonoides, en los cuales sus

acciones beneficiosas pueden ser también atribuidas a los flavonoles, pero en los que no
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se puede descartar la participacion de otras sustancias u otras subclases de flavonoides

y, por lo tanto, no los revisaremos aqui.

2.1. Los flavonoles, el endotelio y el muasculo liso vascular

El endotelio vascular ejerce un control preciso de la homeostasis cardiovascular. En las
enfermedades cardiovasculares el equilibrio existente entre los factores vasodilatadores
y los vasoconstrictores, entre los factores tromboticos y hemorragicos y entre los
factores de proliferacion y antiproliferativos, se encuentra desplazado hacia los
vasoconstrictores, los protromboticos y los proliferativos. Este desequilibrio conduce a
la hipertension, la aterosclerosis, la agregacion plaquetaria y la cardiopatia isquémica.
En otras palabras, la disfuncion endotelial se caracteriza por un deterioro de la
vasodilatacion dependiente del endotelio, por una reduccion de la actividad del 6xido
nitrico (NO) y por un estado protrombético y proinflamatorio de las células
endoteliales. La disfuncion endotelial es un marcador precoz e independiente de mal
prondstico en la mayoria de las enfermedades cardiovasculares (Schachinger et al.,
2000; Widlansky et al., 2003). De hecho, la disfuncion endotelial se observa de forma
consistente en la hipertension, en la aterosclerosis, en la enfermedad coronaria, en la
diabetes, en la sepsis, en la obesidad asi como en los procesos del envejecimiento. Los
efectos de la quercetina y el resto de los flavonoides en la modulacién de la funcién
endotelial y su disfuncion han sido ampliamente revisados (Perez-Vizcaino et al.,
2006b). La quercetina ejerce efectos vasodilatadores agudos directos en las arterias
aisladas (Duarte et al., 1993a; 1993b; Fitzpatrick et al., 1993). En los vasos sanos, estos
efectos son independientes del endotelio y se producen de manera similar, aunque con
diferente potencia, en arterias pre contraidas por diferentes estimulos. Curiosamente, la
quercetina y sus metabolitos metilados son mas potentes en las arterias coronarias
(Ibarra et al., 2002) y en las arterias de resistencia que en los vasos de conductancia
(Perez-Vizcaino et al., 2002), ademas, son mas potentes en las arterias de los animales
hipertensos (Ibarra et al., 2003) que en las de los normotensos. Por otra parte, se ha
observado que varios flavonoides aislados, como la delfinidina, una antocianina
(Andriambeloson et al., 1998) y la crisina, una flavona (Duarte et al., 2001a) estimulan

una relajacion dependiente del endotelio y del NO. Se ha observado también que estos
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efectos estan relacionados con un efecto pro-oxidante, ya que pueden ser inhibidos por
la superdxido dismutasa y la catalasa y por el consiguiente aumento de los niveles de
Ca®* citosolico endotelial (Andriambeloson et al., 1998). Algunos grupos también han
descrito que los efectos de la quercetina son parcialmente dependientes del endotelio y
relacionados con la liberacidn del factor de relajacion del endotelio (Ajay et al., 2003;
Khoo et al., 2010). También se ha propuesto la participacion de un mecanismo pro-
oxidante de liberacion de peroxido de hidrégeno (H,O,) (Khoo et al., 2010). Nuestro
grupo ha observado que la quercetina produce un aumento de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en arterias coronarias de rata, que puede ser inhibida por la
catalasa (Cogolludo et al., 2007). La produccion de ERO puede ser consecuencia de la
autooxidacion de la quercetina en el medio de incubacion o de un proceso especifico a
nivel intracelular. Sin embargo, en nuestro grupo nunca se ha observado que la
quercetina ejerciera una relajacion dependiente de endotelio en ninguno de los
diferentes vasos estudiados; esto es consistente con los datos publicados recientemente
por otros grupos (Suri et al., 2010). A diferencia de la quercetina y de otros flavonoles,
la miricetina puede inducir una respuesta contractil dependiente del endotelio a través

de un aumento de los metabolitos derivados de la ciclooxigenasa (Jimenez et al., 1999).

Las acciones de la quercetina sobre el NO son muy complejas y estan muy influenciadas
por las condiciones de estrés oxidativo. En un sistema en ausencia de células, la
quercetina es susceptible de ser oxidada, generando O,", que reacciona rapidamente e
inactiva el NO (Lopez-Lopez et al., 2004). Por el contrario, en células endoteliales, y en
ausencia de estrés oxidativo, la quercetina es capaz de aumentar el NO, medido con un
electrodo amperométrico, (Taubert et al., 2002) y el Ca** citosélico, medido con fura2 a
través de un mecanismo pro-oxidante (Khoo et al., 2010). Sin embargo, estos resultados
deben ser tomados con cautela ya que la quercetina posee tanto propiedades redox como
fluorescentes que podrian interferir con los resultados (Nifli et al., 2007). En cambio,
cuando la produccion de NO fue medida mediante espectroscopia de resonancia
paramagnética, la quercetina no produjo un aumento del nivel de NO en las células
endoteliales (Stoclet et al., 1999). Por otra parte, se ha observado también un efecto
inhibitorio de la quercetina sobre la actividad de la NO sintasa endotelial (eNOS) en
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células endoteliales bovinas (Jackson et al., 2006). Por lo tanto, en ausencia de estrés

oxidativo se ha observado tanto un aumento como una disminuciéon de NO.

Por el contrario, en situaciones de estrées oxidativo (en presencia de altas
concentraciones de O3"), la quercetina parece proteger al NO de su inactivacién
mediante diferentes mecanismos. En primer lugar, en ausencia de células, cuando el Oy
estd aumentado bien de forma enzimatica o quimica, la quercetina actia como un
barredor de O, v, por lo tanto, protege al NO (Lopez-Lopez et al., 2004). En segundo
lugar, en modelos celulares, la quercetina, no sélo actia como barredor de O, sino que
también inhibe sus fuentes enzimaticas, como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa
(Busse et al., 1984; Tauber et al., 1984). En tercer lugar, y debido a sus propiedades
antioxidantes, los flavonoides puede evitar potencialmente la oxidacion de la
tetrahidrobiopteridina (BH,4) y el desacoplamiento de la eNOS (Romero et al., 2009).
Por ultimo, la quercetina puede inhibir las vias de sefializacion que aumentan los niveles
de expresion de la subunidad reguladora de la NADPH oxidasa p47°". Por lo tanto, la
quercetina puede prevenir el deterioro de NO inducido por la angiotensina Il (Sanchez
et al., 2007) y la endotelina-1 (Romero et al., 2009). El efecto preventivo de la
quercetina sobre la disfuncion endotelial inducida por endotelina-1 parece estar
relacionado con la regulacion a la baja de p47°"* a través de la inhibicion de la proteina
cinasa C (PKC) (Romero et al., 2009). Ademas, la administracion de quercetina in vitro
permite revertir el deterioro de la funcion endotelial en las arterias de animales
genéticamente hipertensos (ratas espontaneamente hipertensas o SHR) (lbarra et al.,
2003) asi como en modelos de diabetes tipo | (Ajay et al., 2006).

En las células del musculo liso vascular (CMLV), el NO ejerce su efecto vasodilatador
mediante la activacién de la guanilato ciclasa soluble y el posterior aumento de
guanosin monofosfato ciclico (cGMP). A su vez, el cGMP es metabolizado por las
fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos (PDESs) y, por lo tanto, la actividad del NO y la
relajacion dependiente del endotelio son dependientes en gran medida de la actividad de
las PDEs. Por lo tanto, los inhibidores de PDE puede prevenir la disfuncion endotelial
en algunas circunstancias (Vlachopoulos et al., 2004). Se ha observado también que

varios flavonoides pueden inhibir varias isoformas de PDEs (Picq et al., 1989). Por lo
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tanto, la inhibicidon de las PDEs podria ser otro mecanismo potencial que explicara la
prevencion de la disfuncion endotelial mediada por los flavonoides. Ademas, la
quercetina mejora de forma selectiva la relajacion dependiente de cGMP, mediante un
mecanismo que no implica la inhibicion de la PDE5 (Suri et al., 2010). Curiosamente,
la quercetina previene también la tolerancia a la nitroglicerina in vitro (Suri et al.,

2010), un efecto compartido por otros barredores de O, (Munzel et al., 1999).

Otro importante regulador de la funcidén vascular, especialmente en arterias de
resistencia, es el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF). La naturaleza
del EDHF no es bien conocida y, dependiendo del tipo de arteria, se ha propuesto tanto
al acido epoxieicosatrienoico (EET), el potasio o el H,O, como posibles responsables.
Uno de los mecanismos propuestos para explicar la accion del EDHF es el acoplamiento
eléctrico a través de uniones estrechas (“gap-junctions”) mioendoteliales, por las que la
hiperpolarizacion de las células endoteliales se difundiria a las CMLV (Feletou et al.,
2009). Se ha observado recientemente que la charibdotoxina, inhibidor de canales de K*
de conductancia intermedia (IKCA) y alta (BKCA), inhibe los efectos vasodilatadores
de quercetina (Khoo et al., 2010). En base a estos resultados, los autores concluyeron
que la quercetina libera el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) cuya
actividad depende de la activacion de los canales de K*. Sin embargo, las siguientes
consideraciones ponen en duda las conclusiones de estos autores. En primer lugar, la
charibdotoxina por si sola no puede inhibir, o sélo inhibe debilmente la respuestas
dependientes de EDHF y, de hecho, debe utilizarse en combinacion con apamina
(inhibidor de canales de baja conductancia SK¢,) para conseguir una correcta inhibicion
del EDHF (Corriu et al., 1996). En segundo lugar, cuando las arterias son contraidas
con concentraciones elevadas de KCI (70 mM), el potencial de membrana y el potencial
de equilibrio del potasio se igualan y, por lo tanto, la apertura o cierre de los canales de
K" no afecta ni al flujo neto de K™ a través de la membrana, ni al potencial de membrana
(Quast et al., 1989). De hecho, la utilizacion de concentraciones elevadas de KCI
representa otra estrategia frecuentemente utilizada para inhibir las respuestas al EDHF.
Sin embargo, parte de las respuestas vasodilatadoras independientes de endotelio
pueden ser atribuidas a una activacion directa de los canales BKCA de las células

musculares lisas en las arterias (Cogolludo et al., 2007).

INTRODUCCION 41



42

Tesis Doctoral

La endotelina-1 (ET-1) es uno de los mediadores endoteliales que inducen
vasoconstriccion. El aumento en la expresion del ARNm del precursor de la ET-1, la
prepro-endotelina, y de la ET-1 se ha asociado con la disfuncion endotelial (Brunner et
al., 2006). La quercetina por su parte, es capaz de inhibir la liberacion de ET-1 del
endotelio de la vena umbilical humana y de las células endoteliales de aorta bovina
(Khan et al., 2002; Zhao et al., 1999). In vivo, la quercetina también es capaz de reducir
los niveles de ET-1 en la orina de los ratones ApoE (Loke et al., 2010) y en humanos
sanos (Loke et al., 2008a).

La administracion de una dosis alta de quercetina en la dieta condujo a una mayor
actividad de la NOS en la pared de la aorta de ratas sanas y, por tanto, a un aumento de
la relajacion dependiente de endotelio, sin modificar la expresion de la eNOS (Benito et
al., 2002). En este sentido, los datos obtenidos por nuestro grupo también apoyan de
forma ocasional un aumento débil pero significativo en la relajacién dependiente de
endotelio en ratas normotensas Wistar-Kyoto (WKY) tratadas con dosis bajas de
quercetina (Duarte et al., 2001b). En varones sanos, la quercetina aumenta los niveles
plasmaticos de S-nitrosotioles, nitritos, y las concentraciones urinarias de nitrato, que de
forma indirecta sefialan un aumento de NO endotelial (Loke et al., 2008a). Los animales
hipertensos, asi como los pacientes con hipertension esencial, desarrollan una reduccion
de la vasodilatacion dependiente de NO derivado del endotelio. En los diferentes
modelos experimentales de hipertension en ratas (SHR, DOCA-sal y ratas Goldblatt), la
quercetina administrada de forma cronica previene el deterioro de la funcidn
vasodilatadora endotelial medida por la respuesta vasodilatadora de la acetilcolina
(Duarte et al., 2001b; Galisteo et al., 2004; Garcia-Saura et al., 2005; Sanchez et al.,
2006). Estos efectos se producen en paralelo a un aumento de los NOx (nitritos +
nitratos, los principales metabolitos de NO) en la orina. Todos estos modelos
experimentales de hipertension se han asociado a un aumento del estado oxidativo tanto
a nivel plasmatico como vascular y hepatico, tal y como confirman los niveles de
malonildialdehido y de isoprostanos detectados en el plasma, en tejidos y en la orina
procedentes de estos animales. Se ha demostrado que la quercetina disminuye de forma

consistente los niveles de estos metabolitos (Duarte et al., 2001b; Galisteo et al., 2004;
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Garcia-Saura et al., 2005; Sanchez et al., 2006). En conjunto, estos resultados sugieren
que la inactivacion del NO mediante O, juega un papel importante. Ademas, en ratas
SHR que muestran una expresion elevada de la eNOS, acompafiada de una paradojica
reduccion de su actividad, en comparacion con sus controles WKY normotensas, la
quercetina es capaz de normalizar ambos parametros (Sanchez et al., 2006). La
quercetina es capazde prevenir el aumento en los niveles de expresion de p47°"™
inducidos por la angiotensina Il y la endotelina-1 in vitro (Sanchez et al., 2006). Por
otra parte, la quercetina administrada de forma cronica, también es capaz de reducir
algunos marcadores de disfuncion endotelial en los ratones knockout para ApoE (Loke
et al., 2010) y en las ratas tratadas con una dieta con alto contenido en grasas y rica en

sacarosa (Yamamoto et al., 2006).

Por el contrario, la relajaciéon a insulina dependiente del endotelio, que también esta
disminuida en las ratas SHR, no se mejoro tras el tratamiento crénico con quercetina
(Romero et al., 2010) a diferencia de la vasodilatacion de acetilcolina dependiente del
endotelio. El diferente efecto de quercetina sobre la relajacion inducida por estas dos
moléculas puede estar relacionado con las diferentes vias que la acetilcolina y la
insulina utilizan para activar la eNOS. La acetilcolina es un agonista colinérgico clasico
gue activa la eNOS por un mecanismo dependiente de calcio. Sin embargo, la insulina
es un vasodilatador independiente de calcio, cuyo efecto estd mediado por un
mecanismo dependiente de la fosfatidilinositol-3 kinasa (P13-K) y la fosforilacion de la
eNOS por la Akt (Montagnani et al., 2001). De hecho, la fosforilacion de Akt y de
eNOS por la insulina se redujeron en anillos de aorta de ratas SHR y WKY tratadas con
quercetina. Este efecto podria estar relacionado con un efecto inhibitorio directo de la

quercetina sobre la PI3-K (Yoshizumi et al., 2002).

Ademas, los cambios aparentes en la vasodilatacion dependiente del endotelio podrian
ser consecuencia del efecto opuesto de la liberacion de prostanoides vasoconstrictores
derivados del endotelio. La administracion de quercetina de forma crénica, no modifico
la vasoconstriccion dependiente del endotelio en SHR (Duarte et al., 2001b), pero la
inhibid6 marcadamente en el modelo de hipertension por administracion crénica del
inhibidor de la NOS L-NAME (Duarte et al., 2002) y en el modelo de hipertension por
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estenosis unilateral de la arteria renal o0 modelo de ratas Goldblatt (Garcia-Saura et al.,
2005).

Las sirtuinas Sir2 y su analogo en mamiferos SIRT1 han sido implicados en el aumento
de la esperanza de vida inducido por la restriccién caldrica (Cohen et al., 2004) y, mas
recientemente, en la prevencion del envejecimiento vascular (Ota et al., 2010). Se ha
demostrado que la activacion de SIRT1 promueve la vasodilatacion dependiente del
endotelio (Mattagajasingh et al., 2007) y reduce la expresion del receptor de la
angiotensina 1l (Miyazaki et al., 2008). El descubrimiento del papel de las sirtuinas en
el estrés oxidativo y la esperanza de vida nos abre un nuevo y fascinante campo de
investigacion en el area de los polifenoles, ya que varios polifenoles, incluyendo la
quercetina, pueden activar las sirtuinas (Howitz et al., 2003). De hecho, la quercetina
aumenta la esperanza de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae y la del gusano
Caenorhabditis elegans (Belinha et al., 2007; Pietsch et al., 2009). No obstante, algunos
autores han puesto en duda que el efecto del resveratrol y posiblemente otros
polifenoles sobre la esperanza de vida esté relacionado con las sirtuinas (Beher et al.,
2009; Burnett et al.,, 2011). También cabe destacar que la quercetina inhibe la
proliferacion endotelial y la migracién y la formacion de vasos (Ahn et al., 2009; Igura
et al., 2001; Jackson et al., 2006). Este efecto se asocia con una disminucion de la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y podria dar lugar a
una disminucion de la angiogénesis in vivo (Luo et al., 2008). Por lo tanto, podria
desemperiar un papel en los efectos quimiopreventivos de la quercetina contra los
tumores solidos. Varios estudios han demostrado que la quercetina y su glucurénido
conjugado inhiben la proliferacion y la hipertrofia, e inducen la apoptosis en los cultivos
de células musculares lisas vasculares (Moon et al., 2003; Perez-Vizcaino et al., 2006a;
Yoshizumi et al., 2002). Los efectos inhibitorios de la quercetina sobre la sintesis de
ADN de las células vasculares del masculo liso estimuladas con el factor de necrosis
tumoral o (TNF-a) parecen estar relacionados con la reduccién de la actividad ERK1/2,
una quinasa que juega un papel importante en la proliferacion y la diferenciacion celular
(Moon et al., 2003). En celulas del musculo liso vascular estimuladas con angiotensina
Il 'y en células de musculo liso con fenotipo secretor (Perez-Vizcaino et al., 2006a), la
quercetina inhibe la hipertrofia muscular a través de la inhibicion de la via JNK (Perez-
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Vizcaino et al., 2006a; Yoshizumi et al., 2002). Estos efectos podrian ser también

responsables de los efectos antihipertensivos y antiateroscleroticos de la quercetina.

2.2. Los flavonoles y las plaguetas

Los efectos antiagregantes plaquetarios de los flavonoles fueron descritos inicialmente
por Beretz et al. (1982) y desde entonces se han propuesto varios mecanismos
moleculares. Inicialmente se propuso que estos efectos se debian a sus efectos
inhibitorios sobre las fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos y, por lo tanto, a un
aumento de AMP ciclico. Gryglewski et al. (1987) describieron que el efecto
“barredor” de superdxido de los flavonoles en las plaquetas, el cual “podia resucitar la
biosintesis y la accion de la prostaciclina endotelial y del factor de relajacion derivado
del endotelio (EDRF)", explicaba sus efectos antitrombdticos. Mas tarde se descubrid
gue la quercetina inhibe la activacion de NADPH oxidasa dependiente de PKC en las
plaquetas (Pignatelli et al., 2006). Hallazgos todavia mas recientes, sugieren que los
efectos antiagregantes se asocian al bloqueo de la actividad quinasa Fyn y a la
fosforilacion de la tirosina Syk y la fosfolipasa G/ (Wright et al., 2010). Sin embargo,
los efectos antiagregantes in vivo de la quercetina han sido cuestionados por numerosos
investigadores. En un estudio en humanos, en el que a través de la cebolla se ingeria
114 mg de quercetina por dia, no se observaron cambios en la agregacion plaquetaria, ni
en la produccién de tromboxano B, el factor VII o en otras variables hemostaticas
(Janssen et al., 1998).

2.3. Los flavonoides y la hipertension

La hipertension arterial (HTA) es uno de los factores de riesgo mas importantes en la
aparicion de los accidentes cerebrovasculares, la cardiopatia isquémica, la insuficiencia
cardiaca, la insuficiencia renal y la arteriopatia periférica. El tratamiento con cualquiera
de los regimenes antihipertensivos habituales reduce el riesgo total de eventos
cardiovasculares mayores. Se ha observado que una mayor reduccion en la presion

arterial se acomparia de una mayor reduccion del riesgo (Turnbull, 2003).
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Bajo condiciones experimentales rigurosamente controladas, se ha observado que el
consumo de frutas y verduras se asocia con una disminucion de la presion arterial
(Dauchet et al., 2009). Sin embargo, los efectos de frutas y verduras en los niveles de
lipidos en el plasma, en la diabetes, y en el peso corporal no son tan claros (Dauchet et
al., 2009).

El primer trabajo sobre los efectos antihipertensivos de la quercetina se llevo a cabo en
ratas espontaneamente hipertensas (SHR), un modelo genético de hipertension
multifactorial (Duarte et al., 1993b). Este estudio fue confirmado y ampliado por otros
(Carlstrom et al., 2007; Machha et al., 2005; Romero et al., 2010; Sanchez et al., 2006)
y seguido por otros trabajos en otros modelos clasicos hipertension en rata, como el de
hipertension inducida por la inhibicién de la NO sintasa con L-NAME (Duarte et al.,
2002), en el modelo de hipertension inducida por acetildeoxicorticosterona en rata
(DOCA-sal) (Galisteo et al., 2004), el modelo de hipertension por estenosis unilateral
de la arteria renal o0 modelo de ratas Goldblatt (Garcia-Saura et al., 2005), en las ratas
Dahl sensibles a la sal (Aoi et al., 2004; Mackraj et al., 2008) y en el modelo de
hipertension por coartacion de la aorta (Jalili et al., 2006). Ademas, la quercetina
también redujo la presion arterial en modelos animales de resistencia a la insulina y de
sindrome metabdlico, como las ratas Zucker obesas (Rivera et al., 2008b) y en las ratas
alimentadas con un alto contenido de grasas y una dieta rica en sacarosa (Yamamoto et
al., 2006). Por lo tanto, la quercetina ha demostrado efectos antihipertensivos cuando se
administra de forma cronica en los modelos mas comunes de hipertension en roedores.
La dosis més frecuentemente empleda en estos estudios es de 10 mg kg™ por dia, pero
las dosis efectivas usadas van desde 2 a 300 mg kg™ por dia. El efecto antihipertensivo
es dosis dependiente y afecta a la presion sistolica, diastdlica y la presion arterial media.
Este efecto suele comenzar durante la primera semana de tratamiento y se mantiene
durante todo el periodo de tratamiento. Curiosamente, la reduccion de la presion arterial
es eficaz hasta al menos 48 h despues de la interrupcion del tratamiento.
Sorprendentemente, la quercetina ha demostrado ser eficaz en todos los modelos de
hipertension analizados, independientemente del origen de la hipertension, del estado
del sistema renina-angiotensina, del estrés oxidativo, del Oxido nitrico, y de otros
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factores. Sin embargo, la quercetina no ejerce efectos hipotensores, es decir, no tiene

ningun efecto en los animales normotensos.

De acuerdo con la Ilamada "hipotesis de Barker", fuertemente apoyada por los estudios
epidemioldgicos en humanos y en animales, muchas de las enfermedades cronicas en
adultos, como la diabetes tipo 2, la obesidad y la hipertensién pueden tener su origen en
la vida fetal debido a cambios en la programacion genética (Barker, 1998). En este
sentido, los hijos adultos de las ratas o los ratones alimentados con una dieta alta en
grasas durante el embarazo mostraron hiperglucemia, resistencia a la insulina, obesidad
e hipertension, a pesar de ser alimentados con una dieta estandar a lo largo de su vida
postnatal (Buckley et al., 2005). Recientemente, un estudio muy interesante (Liang et
al., 2009b) mostrd que estos efectos se reducian si durante el embarazo la dieta de los
animales contenia también un suplemento de quercetina. Estos resultados sugieren que

la quercetina puede prevenir la programacion epigenética durante la vida pre-natal.

Una presion arterial alta y sostenida es uno de los factores de riesgo mas importantes
para el desarrollo de enfermedades cardiacas, vasculares y renales. La mayoria de los
beneficios que muestra el tratamiento antihipertensivo en el dafio inducido en 6rganos
diana son debidos a la capacidad de estas estrategias terapéuticas para reducir la presion
arterial, de forma totalmente independiente de la clase de farmaco empleada (Turnbull,
2003). Se ha demostrado que la quercetina produce una reduccion de la hipertrofia
ventricular izquierda en ratas SHR (Duarte et al., 1993b), en ratas tratadas con
desoxicorticosterona (DOCA-salt) (Galisteo et al., 2004), las ratas hipertensas Goldblatt
(Garcia-Saura et al., 2005), y en las ratas hipertensas con constriccion de aorta (Jalili et
al., 2006). Este flavonol también produjo efectos protectores tanto en la estructura
como en la funcion renal en modelos animales de hipertension como son las ratas
deficientes en NO (Duarte et al., 2002), las ratas DOCA-sal (Galisteo et al., 2004), el
modelo de hipertension de rata Goldblatt (Garcia-Saura et al., 2005) y las ratas Dahl
sensibles a la sal (Aoi et al., 2004; Mackraj et al., 2008). En estos modelos también se
ha descrito que la quercetina tenia un efecto protector sobre la funcion endotelial como

hemos revisado anteriormente.
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Recientemente se han publicado cinco ensayos clinicos aleatorizados, doble ciego, y
controlados con placebo, analizando los efectos de la quercetina en la presion arterial.
En el primero de ellos, llevado a cabo en voluntarios sanos (Conquer et al., 1998), el
consumo de quercetina no modifico de forma significativa los factores de riesgo
cardiovascular incluyendo la presién arterial. Esta ausencia de efecto en los humanos
sanos no tiene por qué ser sorprendente ya que previamente se ha observado también
una ausencia de efecto en los animales sanos. En el estudio de Edwards et al. (2007), los
pacientes con hipertension en fase 1 mostraron una reduccion de la presion sistolica, de
la presion diastolica y de la presion arterial media después del tratamiento con
quercetina, sin embargo no se observd ningun efecto significativo en los pacientes pre-
hipertensos. En el estudio de Egert et al. (2009), los pacientes con sindrome metabolico
se clasificaron de acuerdo a sus fenotipos apoE. La quercetina indujo una disminucién
de la presion arterial sistélica en el grupo con fenotipo apoEs, el mas comin en la
poblacion caucasica, mientras que no se observé ningun efecto significativo en los
pacientes con el fenotipo apoE,4, menos frecuente pero que se asocia con un aumento
del riesgo cardiovascular. Ademas, la quercetina no tuvo ningun efecto sobre el perfil
lipidico en los ApoEjs, e incluso ejercid un efecto perjudicial en el subgrupo de ApoE,
con disminucién del colesterol HDL en suero y un aumento en el ratio del colesterol
HDL/LDL. En otro estudio reciente en fumadores prehipertensos, la quercetina también
redujo la presion arterial sistolica (Knab et al., 2011; Lee et al., 2011). En un estudio
que incluia un numero elevado de individuos jovenes y sanos (n= 1002) con valores
bajos de presion arterial de partida (Knab et al., 2011), la quercetina produjo una
reduccion modesta pero significativa de la presion arterial.

2.4. Los flavonoides y la aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por el
engrosamiento de la pared arterial causada por la deposicion de materiales grasos a lo
largo de los afos. Los sintomas se manifiestan de forma aguda en las Gltimas etapas de
la enfermedad pero las alteraciones en el perfil lipidico constituyen un marcador precoz
y crucial en el desarrollo de la aterosclerosis. El estrés oxidativo, la inflamacion y la

disfuncion endotelial estan asociados a la patogénesis de la aterosclerosis. EI consumo
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de dosis bajas de quercetina redujo la progresién de la aterosclerosis en ratones
knockout ApoE (Hayek et al., 1997; Loke et al., 2010). La quercetina fue més efectiva
que otros flavonoides, como [la (-)-epicatequina (flavan-3-ol), la teaflavina (catequina
dimérica)] y otros polifenoles [sesamina (lignanos) o el acido clorogénico (acido
fenolico)] (Loke et al., 2010).

El efecto protector de los flavonoides contra la aterosclerosis podria estar mediado por
la prevencion de uno o varios de los procesos implicados en la progresion de la
enfermedad, como el estrés oxidativo, la inflamacion y la disfuncion endotelial. Tal y
como se ha comentado en el partado anterior, la mayoria de los estudios han demostrado
que la quercetina no tiene ningun efecto beneficioso sobre el perfil lipidico plasmatico.
El colesterol LDL o HDL en plasma no se encuentra modificado en los ratones
knockout ApoE (Hayek et al., 1997), ni en las ratas alimentadas con una dieta alta en
grasas o en sacarosa (Yamamoto et al., 2006) ni en los seres humanos con sobrepeso y
con un fenotipo ApoE; y puede incluso reducir la relacion HDL/LDL en los portadores
de fenotipo ApoE, (Egert et al., 2009). Por el contrario, se ha demostrado una reduccién
en los niveles séricos de triglicéridos y colesterol en conejos alimentados con una dieta
alta en colesterol (Kamada et al., 2005). Aparte de los efectos sobre los lipidos
plasmaticos, la quercetina inhibe los pasos cruciales en el desarrollo de la aterosclerosis
como la susceptibilidad de LDL a la oxidacion (Frankel et al., 1993; Hayek et al.,
1997), la citotoxicidad inducida por LDL (Negre-Salvayre et al., 1992) y la formacion
de estrias grasas en la aorta (Auger et al., 2005). Curiosamente, los metabolitos de la
quercetina se acumulan en las lesiones ateroscleréticas humanas, pero no en la aorta
sana (Kawai et al., 2008). En ratones ApoE”, la quercetina también redujo
significativamente los isoprostanos F, en la aorta, el superdxido y los leucotrienos By
vasculares, las concentraciones plasmaticas de P-selectina soluble y aumenté el NO vy la
hemooxigenasa-1 (Loke et al., 2010).

Las moléculas de adhesion y las metaloproteinasas de la matriz son proteinas clave para
varios de los procesos involucrados en la formacion de placa aterosclerética, como la
infiltracion de células inflamatorias. La quercetina fue capaz de reducir el aumento

inducido por el TNF-a. en las moléculas de adhesion VCAM-1, ICAM-1 y MCP-1,
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tanto a nivel de la proteina como del ARNm, en el endotelio humano y en las células del
masculo liso vascular. El efecto inhibitorio sobre la expresion de ICAM-1 parece estar
mediado a través de una inhibicion de la via JNK/AP-1 (Kobuchi et al., 1999). Sin
embargo, los metabolitos de la quercetina, la quercetina-3’-sulfato, quercetina-3-
glucuronido y 3’-methilquercetina-3-glucurénido no mostraron apenas efecto (Tribolo
et al., 2008; Winterbone et al., 2009). Ademas, la quercetina también puede preservar la
actividad paraoxonasa sérica humana (PON1) (Aviram et al., 1999) y aumentar su
expresion (Gong et al., 2009), un mecanismo adicional que permite proteger al
colesterol LDL de la oxidacién y desempefia un papel protector en la aterosclerosis. Sin
embargo, los efectos de los flavonoles aislados en el desarrollo de la aterosclerosis en

humanos no han sido estudiados.

Los mecanismos moleculares subyacentes mediante los que la quercetina puede inhibir
la expresion de genes inflamatorios ain no han sido completamente aclarados. La
quercetina y otros flavonoides inhiben la produccién de TNF-a, asi como la expresién
de la NOS inducible (iNOS) y la produccion de NO en macrofagos activados por
lipopolisacaridos, un efecto que se ha asociado con la inhibicion de la via NF-kB, a
través de la inhibicion de la fosforilacion de IkB-a. (Comalada et al., 2006).
Recientemente, se ha descrito que las propiedades anti-inflamatorias de la quercetina y
la isoramnetina en los macr6fagos RAW264.7 se acompafian de un aumento en los
niveles de la proteina hemooxigenasa 1, una diana del factor de transcripcion Nrf2,
conocido por ser un antagonista de la inflamacién crénica (Boesch-Saadatmandi et al.,
2010a). Ademas, la quercetina y la isorramnetina pero no la quercetina-3-glucurénido,

reducen los niveles de expresion del microARN proinflamatorio mirl55.

2.5. Los flavonoles, la resistencia a la insulina y la obesidad

La resistencia a la insulina se define como una respuesta atenuada o inadecuada para
una determinada cantidad de insulina y estd asociada con una amplia variedad de
patologias como la obesidad, la diabetes tipo 2, la hipertension arterial, las

enfermedades cardiovasculares, el sindrome del ovario poliquistico, el higado graso no
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alcoholico, el cancer de mama y el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (Kim et
al., 2006a).

2.5.1 La obesidad

La obesidad surge de un desequilibrio entre el consumo energético y el gasto energético,
gue conduce al crecimiento patoldgico de los adipocitos, incluyendo la hipertrofia de los
adipocitos y la generacion de nuevos adipocitos a partir de sus células precursoras. La
quercetina es capaz de reducir la adipogénesis y de disminuir la expresion de los
factores y las enzimas relacionadas con la adipogénesis. Ademas, el tratamiento con
quercetina de los adipocitos 3T3-L1 induce la apoptosis y disminuye la fosforilacion de
ERK y JNK (Ahn et al., 2008; Yang et al., 2008). Las nuevas opciones de tratamiento y
prevencion para la obesidad y la diabetes tipo 2 podrian estar basadas en las estrategias
para frenar o inhibir la absorcion de grasas, la absorcion del colesterol y el catabolismo
intestinal de los carbohidratos complejos. Nuevas evidencias indican que el
transportador de glucosa tipo 2 GLUT2 es una importante via de la absorcién de azucar,
y por lo tanto una diana atractiva para estos farmacos (Kellett et al., 2005). Los
flavonoles quercetina, miricetina, fisetina y su precursor isoquercitina-glucosido
produce una inhibicion no competitiva del transportador de glucosa y fructosa (GLUT2)
expresado en ovocitos de Xenopus laevis. Los otros dos principales transportadores de
azucar intestinal, GLUT5 y SGLT1, no se vieron afectados los flavonoides. La
quercetina inhibié de forma similar el transporte de azucares mediado por GLUTZ2, tanto
en las células de la hipdfisis, donde el transportador se encontraba sobreexpresado, asi
como en las células intestinales Caco-2E donde se expresa de forma natural (Kwon et
al., 2007). De esta manera se pueden obtener dos beneficios importantes: la reduccion
de la hiperglucemia postprandial en pacientes diabéticos y en pacientes con una leve
intolerancia a la glucosa; y la reduccion de la cantidad total de glucosa absorbida y, por
tanto, una reduccion de calorias y peso. Debido a que la quercetina podria actuar como
un potente inhibidor de la absorcion de azucares, los flavonoides parecen ser unos
prometedores nuevos agentes farmacologicos de la obesidad. Sin embargo, cuando la
quercetina fue probada en roedores obesos y en seres humanos, no se observo una clara
disminucion del peso corporal. En ratas zucker obesas con una administracion oral

diaria durante 10 semanas de 2 o 10 mg / kg de quercetina, solo la dosis mas alta
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produjo una reduccion en el aumento del peso corporal (Rivera et al., 2008b). Del
mismo modo, en ratas con una dieta de alto contenido en grasas y sacarosa sOlo se
observo a dosis altas de quercetina (0,2% y 0,5% en la dieta) una reduccion en el
aumento del peso corporal (Yamamoto et al., 2006). En un modelo en ratones de
obesidad inducida por la dieta, una dieta suplementada con una dosis alta de quercetina
(un 0,8% de la dieta) produjo aumentos transitorios del gasto de energia pero que no se
detectaron mas alla de 8 semanas (Stewart et al., 2008). Asimismo, los sujetos con
sobrepeso-obesidad que recibieron 150 mg/dia de quercetina durante 6 semanas no
tuvieron cambios significativos en parametros del estado nutricional como son el peso
corporal, la longitud del circunferencia de la cintura, la masa grasa o la masa libre de
grasa (Egert et al., 2009).

2.5.2. Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina surge a partir de una compleja interaccion entre la sobrecarga
de nutrientes, el exceso sistémico de acidos grasos, la inflamacién del tejido adiposo, el
reticulo endoplasmico y el estrés oxidativo (Hotamisligil, 2006) asi como la hipoxia del
tejido adiposo (Regazzetti et al., 2009). La accién de la insulina es iniciada por su union
a los receptores de insulina, seguida de la autofosforilacion y la fosforilacion de los
sustratos del receptor de insulina (IRS) y una compleja cascada de quinasas Yy
mediadores intracelulares (Sesti, 2006). Estos incluyen la fosfatidilinositol-3-quinasa
(PI13-K), el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) y la proteina quinasa B/Akt, asi
como la isoforma atipica de la proteina quinasa C A/t (Stump et al., 2006). La
acumulacion de los intermediarios lipidicos tales como los triglicéridos, el diacilglicerol
y la ceramida, se sabe que activan las proteinas quinasas JNK-AP-1, IKK-NF-kB y la
PKC inhibiendo la accién de la insulina, lo que actua como mecanismo de

retroalimentacion negativa (Yu et al., 2002).

Como hemos mencionado anteriormente, un posible mecanismo por el que la quercetina
podria ser beneficiosa en la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 es mediante la
inhibicidn de los transportadores de glucosa intestinal. De hecho, la quercetina inhibe la
alfa-glucosidasa (Li et al., 2009), inhibiendo la absorcion intestinal de los carbohidratos

de forma mas potente que la acarbosa, y reduciendo, por tanto, la hiperglucemia
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postprandial. Se ha observado que tanto la quercetina como el resto de los flavonoles
relacionados pueden tanto inhibir (Nomura et al., 2008; Strobel et al., 2005) como
aumentar (Fang et al., 2008) la absorcion de glucosa inducida por la insulina en los
adipocitos. Estas acciones opuestas se pueden explicar por la capacidad de los
flavonoles tanto de inhibir la actividad de las quinasas implicadas en la sefializacion de
la insulina como de inhibir las quinasas involucradas en el desarrollo de resistencia a la
insulina en varios tejidos (Dias et al., 2005; Granado-Serrano et al., 2010; Perez-
Vizcaino et al., 2006b). Ademas, el efecto inhibitorio de la quercetina y la miricetina
sobre la captacion de metilglucosa estimulada por la insulina de los adipocitos, se ha
relacionado con un mecanismo de inhibicién del transporte por los flavonoides a través
de la accion directa sobre GLUT4, en lugar de por un mecanismo relacionado con la
inhibicidn de proteina-quinasa y la inhibicidn de sefializacion de la insulina (Strobel et
al., 2005). Por otra parte, una mayor absorcion de glucosa también puede estar
relacionada con la interaccion con los receptores PPAR  Aunque tanto el kaempferol
como la quercetina son capaces de comportarse como agonistas parciales debiles de los
PPARY, a diferencia de los agonistas tradicionales PPARY, no fueron capaces de inducir
la diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1 (Fang et al., 2008). De hecho, la
diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1 fue inhibida tras la exposicién de estos al
kaempferol y a la quercetina en presencia del agonista de PPARy rosiglitazona. La
proteina quinasa activada por AMP (AMPK) también regula el transporte de la glucosa
en el musculo esquelético (Bergeron et al., 1999; Fryer et al., 2002). La exposicion a
quercetina aumenta los niveles de AMPK fosforilada y de su sustrato, la acetil-CoA
carboxilasa (ACC). La quercetina y otros flavonoides pueden activar la AMPK en
hepatocitos humanos (células HepG2) a través de la activacion del andlogo de sirtuinas
SIRT1 (Suchankova et al., 2009). Por otra parte, en las células de musculo esquelético
C2C12, la quercetina mejora la captacion de la glucosa en ausencia de insulina, lo cual
esta relacionado con la activacion de la AMPK (Eid et al., 2010).

Los estudios in vivo sobre el efecto de los flavonoides en la resistencia a la insulina
también muestran resultados contradictorios. En las ratas Zucker obesas, tratadas con
una administracion oral diaria de 2 o 10 mg/kg de quercetina durante 10 semanas, se

observo una reduccion de la dislipidemia, la resistencia a la insulina y la hipertension
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(Rivera et al., 2008b). La quercetina redujo ademés la produccién de TNF-a y la
expresion de la iNOS por el tejido adiposo visceral y el aumento de la concentracion
plasmatica de adiponectina (Rivera et al., 2008b), asi como marcadores circulantes de
inflamacion (interferon-a, la interleuquina-1a, y la interleuquina-4) en el modelo de
obesidad inducida por la dieta (Stewart et al., 2008). Sin embargo, la quercetina no es
capaz de mejorar la resistencia a la insulina ni en el modelo de obesidad inducida por la
dieta ni en las ratas SHR, que no so6lo son genéticamente hipertensas, sino que también

muestran resistencia de insulina (Reaven et al., 1991); (Romero et al., 2010).

La generacion de estrés oxidativo afecta a la secrecion de insulina desde las células
pancreaticas (Bast et al., 2002). Los flavonoides pueden preservar la funcién de las
células p mediante una reduccion del estrés oxidativo inducido por el dafio tisular y por
lo tanto, proteger contra la progresion de la resistencia a la insulina de la diabetes tipo 2.
De hecho, la quercetina, el flavonol principal de la dieta, previene y protege del estrés
oxidativo inducido por estreptozotocina y del dafio en las células B del pancreas de rata
(Coskun et al., 2005) asi como la disminucion de la concentracion de glucosa en sangre,
tanto en ratas diabéticas inducidas por aloxano como por estreptozotocina (Coskun et
al., 2005; Kobori et al., 2009; Liang et al., 2009a; Nuralievlu et al., 1992), que son dos

modelos de diabetes tipo 1.

En un estudio reciente, Liang et al. (2009a) mostraron que la suplementacion con
guercetina mitigaba de forma significativa la diabetes mellitus gestacional inducida por
estrés oxidativo en la placenta, utilizando un modelo en ratones. A pesar del papel
crucial de la resistencia a la insulina en el desarrollo de la aterosclerosis y el riesgo
cardiovascular, no hay estudios en humanos que aborden el efecto de una dieta
suplementada de forma cronica con flavonoles como una estrategia terapéutica para
tratar la resistencia a la insulina. Hay dos estudios epidemiolégicos que analizan la
relacion entre la ingesta de flavonoides y la diabetes tipo 2, que muestran resultados
contradictorios. En el primer estudio (Knekt et al., 2002) se observd que existia una
tendencia entre una mayor ingesta de quercetina y de miricetina y una reduccion en el
riesgo de diabetes tipo 2, mientras que en un gran estudio realizado con mujeres

estadounidenses que no presentaban enfermedades cardiovasculares, el alto consumo de
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flavonoles y flavonas no se asociaba de forma significativa con una disminucion en el

riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 y resistencia a la insulina (Song et al., 2005).

2.6. Los flavonoides y la cardiopatia isquémica

La cardiopatia cronica y los sindromes coronarios agudos incluyen multiples
alteraciones en la reactividad vascular, la estructura vascular e interacciones entre la
pared del vaso y los elementos presentes en la sangre. La hipertension y la aterosclerosis
son los principales factores de riesgo de infarto de miocardio y un gran numero de
evidencias indican que la reduccién del colesterol LDL, la prevencion de la
aterosclerosis y el control de la presidn arterial conducen a un descenso espectacular en
el riesgo de enfermedad coronaria (Turnbull, 2003). Ademas, la disfuncién endotelial es
un marcador pronostico del infarto de miocardio (Schachinger et al., 2000; Widlansky
et al., 2003). Los flavonoles previniendo la hipertension, la aterosclerosis y la
disfuncion endotelial, tal como hemos revisado anteriormente, pueden proteger a las

arterias coronarias a largo plazo.

La mayoria de los eventos coronarios agudos se deben a la ruptura de la placa
aterosclerdtica, a la formacion de trombos y a la posterior isquemia miocardica. La
quercetina reduce la expresion de las metaloproteinasas de matriz (MMP-2 y MMP-9)
(Huang et al., 1999) y puede ayudar en la estabilizacion de la placa aterosclerdtica
(Motoyama et al., 2009). El vasoespasmo coronario también puede contribuir a un dafio
agudo del flujo arterial. Los flavonoles por sus efectos antiagregantes plaquetarios y
vasodilatadores, también revisados anteriormente, pueden proporcionar un beneficio
adicional de proteccion en la fase aguda. Durante el evento isquémico y la eventual
reperfusion post-isquémica existe un proceso inflamatorio agudo con la liberacion de
maultiples citoquinas y especies reactivas de oxigeno. La reperfusion post-isquemia que
ocurre en las enfermedades coronarias, generalmente se asocia con una reduccion de la
produccion de NO enddgeno resultante de la disfuncion endotelial y del dafio tisular
relacionado con la infiltracion de neutrofilos. Los estudios experimentales en modelos
animales en los que la isquemia es inducida de forma aguda por ligadura de la arteria

coronaria o por infusion de isoproterenol, han demostrado que la quercetina in vivo o ex
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vivo reduce la disfuncién contréctil del corazon, el tamafio de la zona infartada y los
cambios en el patron de expresion de las proteinas (incluyendo iINOS y NOX2)
inducidas por la isquemia cardiaca (Annapurna et al., 2009; Brookes et al., 2002;
Punithavathi et al., 2009; Wan et al., 2009). La mayoria de los trabajos asocian el efecto
protector sobre el corazon a los efectos antioxidantes de la quercetina. La capacidad de
los flavonoides para proteger al NO, juega probablemente un papel crucial en la

prevencion del dafio isquémico.

En el estudio epidemioldgico (Hertog et al., 1993), la ingesta de flavonoides (analizados
en tertiles) se asocié inversamente con la mortalidad por enfermedad coronaria [riesgo
relativo 0,42 (1C 95% 0.20-0.88)] después del ajuste por los factores de riesgo conocido
y por otros componentes de la dieta. También se observé una relacion inversa con la
incidencia de infarto de miocardio aunque en este caso no alcanzd significacion
estadistica. En un meta-analisis posterior en el que se analizaron varios estudios de
cohorte prospectivos, se concluyo que los individuos que se encontraban en el tercio
superior de la ingesta de dieta de flavonoides se asocian con un menor riesgo de la
mortalidad por enfermedad coronaria en comparacion con aquellos situados en el tercio
inferior [0,80 (95% CI1 0.69-0.93)] (Huxley et al., 2003).

2.7. Los flavonoides y los accidentes cerebrovasculares

La primera causa de ictus es una interrupcién del flujo sanguineo cerebral que ocurre
durante la obstruccion vascular por un tromboembolismo o una trombosis local. Los
procesos fisiopatoldgicos del ictus son complejos y dependen de la gravedad, la
duracion y la localizacion de la lesion isquémica en el cerebro. Los principales factores
de riesgo que conducen a la aparicién del accidente cerebrovascular son la hipertension,
la aterosclerosis, LDL-colesterol, la diabetes y la fibrilacién auricular. Los flavonoides
han sido propuestos como agentes eficaces, tanto en la prevencion como en el
tratamiento en la fase aguda del ictus (Simonyi et al., 2005). Como se describid
anteriormente, los flavonoles previenen la disfuncion endotelial, la aterosclerosis, la
hipertensién y la trombosis, es decir, previenen todos los mecanismos potenciales

causantes del ictus. Los flavonoles pueden actuar en diferentes fases del ictus (Figura
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5). En la fase aguda, los flavonoles mejoran el flujo sanguineo cerebral, previniendo la
agregacion plaquetaria y la trombosis, reduciendo la excitotoxicidad e inhibiendo el
estrés oxidativo. En la fase intermedia, los flavonoles reducen la inflamacion y protegen
la integridad del endotelio. En la Gltima fase, los flavonoles intervienen en la isquemia
inducida por los mecanismos de muerte celular como la apoptosis y la necrosis. La
quercetina y el kaempferol inhiben, in vitro, la excitotoxicidad. De hecho, ambos
compuestos reducen significativamente la muerte neuronal causada por el kainato y el
N-metil-D-aspartato (Silva et al., 2008). La neuroproteccion observada se correlaciond
con la prevencion en la desregulacién del calcio y con el mantenimiento del potencial
eléctrico transmembrana mitocondrial. Estos flavonoides reducen la peroxidacién
lipidica mitocondrial y la pérdida del potencial eléctrico transmembrana mitocondrial
causada por el estrés oxidativo inducido por ADP y hierro. Por lo tanto, la accién
neuroprotectora inducida por la quercetina y el kaempferol es atribuida principalmente a
sus efectos antioxidantes (Silva et al., 2008). Ademas, la quercetina abolié el aumento
en los los receptores IP3 inducido por la hipoxia en las células granulares del cerebelo
de rata y regul6 el calcio intracelular (Jurkovicova et al., 2007). La quercetina también
protege eficazmente las neuronas del cerebelo y las neuronas dopaminérgicas
mesoencefalicas de la muerte inducida por el estrés oxidativo (Echeverry et al., 2010;
Mercer et al., 2005).

In vivo, utilizando el modelo de oclusion de cuatro vasos en ratas, la quercetina mostro
tener propiedades “barredor” del superdxido liberado durante la reperfusion después de
la isquemia cerebral (Shutenko et al., 1999). En otro estudio, la reduccion global de
isquemia inducida por el dafio neuronal se atribuye a la inhibicion de la actividad de
MMP-9 (Cho et al., 2006). Sin embargo, en un modelo de dafio neuronal oxidativo in
vivo mediante la infusion unilateral de 6-hidroxidopamina (Zbarsky et al., 2005), ni la
quercetina, ni la fisetina tuvieron ningln efecto sobre la pérdida de células positivas a
tirosina hidroxilasa en la sustancia negra. La falta de efecto de la quercetina en algunos
modelos in vivo a pesar de los efectos neuroprotectores encontrados in vitro sobre el
dafio inducido por diferentes estimulos es probablemente debido a las dificultades para
cruzar la barrera hematoencefalica y penetrar en el cerebro. Ademas, los metabolitos de

la quercetina parecen ser menos neuroprotectores y penetran en la barrera
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hematoencefélica con menos eficiencia que las formas aglicona. Sin embargo, el
aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica puede ocurrir bajo
condiciones inflamatorias como ocurre en el ictus donde, por tanto, la penetracion de
quercetina en el cerebro estaria facilitada. Cuando se administraron los flavonoides
conjugados con lecitina para facilitar el paso de la barrera hematoencefalica, el
tratamiento de la isquemia focal permanente con esta preparacion lecitina/quercetina
redujo el volumen de la lesion (Dajas et al., 2003). El efecto protector en la lesion
isquémica fue demostrado gracias a un aumento significativo en el nimero de las
células en el cuerpo estriado y la corteza, junto con una reversion parcial de los déficits
motores. Por otra parte, los niveles de glutation reducido (GSH) en el cuerpo estriado y
la corteza ipsilateral disminuyen después de la isquemia, y la preparacion liposomal de
quercetina revertio estos efectos 24 horas después de la oclusion arterial cerebral media

permanente (Rivera et al., 2008a).

La administracion cronica de la quercetina tiene propiedades antinflamatorias en el
cerebro. De hecho, en los ratones tratados con lipopolisacarido (LPS), la quercetina
inhibe la expresion de las enzimas proinflamatorias COX2 e iNOS, revirtiendo el déficit
de memoria inducido por el LPS (Patil et al., 2003). La accién antiinflamatoria de la
quercetina podria ser atribuible a su capacidad para modificar las balsas lipidicas
(microdominios especializados de la membrana celular) y sus efectos antioxidantes.
Estos diferentes mecanismos pueden actuar de forma sinérgica inhibiendo la expresion
de iNOS y la produccién de NO (Kao et al., 2010). Sharma et al. (2007) demostraron
que los flavonoides confieren proteccion contra el dafio neuronal inducido por IL-1p a
través de los siguientes mecanismos: (i) aumentando el potencial de activacion de los
astrocitos para la detoxificacion de los radicales libres a través de la superdxido
dismutasa-1 y la tiorredoxina, (ii) la reduccion de la expresion de citoquinas (IL-6) y
quimiocinas (IL-8, IP-10, MCP-1 y RANTES) proinflamatorias, y (iii) la modulacion de
la expresion de los mediadores asociados con una mayor actividad fisioldgica de los

astrocitos en respuesta a una lesion.

Hay varios estudios epidemioldgicos sobre el analisis de la relacion entre la ingesta de

flavonoides y el ictus. El estudio Zutphen encontr6 una asociacion inversa entre el ictus
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y el aumento del consumo de flavonoides dietéticos (principalmente quercetina) después
del ajuste para otros factores de riesgo, incluyendo la ingesta de vitaminas (Keli et al.,
1996). Estudios posteriores (Knekt et al., 2000; Yochum et al., 1999) conducidos en
Finlandia y EE.UU., respectivamente, mostraron que el riesgo relativo de ictus era
similar entre los sujetos con un consumo alto o bajo de flavonoles. Por lo tanto, los
autores concluyeron que el consumo de quercetina no esta asociado a una menor
incidencia de ictus. Sin embargo, muy recientemente, un meta-analisis de seis estudios
prospectivos de cohorte (Hollman et al., 2010) demostré6 que una alta ingesta de
flavonoles en comparacion con una baja ingesta se asociaba inversamente con el ictus
fatal y no fatal con un riesgo relativo de 0,80 (IC 95%: 0,65 a 0,98). Incluso habiendo
indicios de sesgo en los resultados mostrados, se concluyé que los flavonoles podrian

reducir el riesgo de ictus.
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Figura 5. Esquema sobre los mecanismos potenciales por los cuales la quercetina
podria disminuir el riesgo de infarto de miocardio e ictus. Modificado de Perez-
Vizcaino et al. (2010).
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3. La farmacocinética de los flavonoides

El conocimiento de la farmacocinética de los flavonoides es esencial para la
interpretacion de su actividad bioldgica in vivo a partir de los resultados obtenidos in
vitro. En las Gltimas décadas, se ha producido un gran avance en este campo (Figura 6),
pero aun hoy, el metabolismo y la distribucion de los flavonoides y las consecuencias en

su actividad bioldgica siguen siendo objeto de discusion cientifica.

Si nos remontamos al descubrimiento de estos compuestos en 1930 por el premio Nobel
de Fisiologia y Medicina Albert Szent- Gyorgyi, el primer estudio sobre la
farmacocinética de estos compuestos se llevé a cabo por el U.S. Council on Foods and
Nutrition, para esclarecer las dudas acerca de su denominacion como “vitamina P”. Este
informe concluyé que los flavonoides eran probablemente destruidos en el tracto
gastrointestinal, lo que llevé a reforzar el escepticismo existente sobre la “vitamina P”
(Clark et al., 1950). Durante la década de los 50 y 60, el conocimiento de la absorcién y
metabolismo de los flavonoides aumentd gracias principalmente al trabajo de Booth,
Das y Griffiths, que publicaron un extenso ndmero de articulos explorando las vias
metabolicas de varios flavonoides en animales. Varias revisiones describen estos
hallazgos (Griffiths et al., 1978; Hackett, 1986; Kuhnau, 1976). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios utilizaban dosis demasiado elevadas, seguramente debido a
que las técnicas analiticas usadas entonces para la identificacion de los metabolitos eran
poco sensibles. Los primeros estudios farmacocinéticos en humanos (Gugler et al.,
1975), demostraron que la absorcion oral de la quercetina era minima y que no se
alcanzaban concentraciones significativas en el plasma o en la orina, siendo
indetectables para las técnicas analiticas disponibles en aquel momento. Los autores
concluyeron, por tanto, que la administracion oral de los flavonoides carecia de
cualquier interés. Los estudios posteriores confirmaron que la absorcion era solo parcial
y que las concentraciones de quercetina como aglicona eran indetectables en el plasma
(Day et al., 2001).

En los ultimos afos varias revisiones han analizado la farmacocinética de los

flavonoides en mamiferos (Hollman et al., 1998; Manach et al., 1995; Scalbert et al.,
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2000; Williamson, 2004). Hoy en dia sabemos que el organismo reconoce a los
flavonoles como compuestos xenobidticos, sometiéndolos a reacciones metabdlicas para
crear compuestos no tdxicos mediante reacciones enzimaticas de fase Il (Spencer et al.,
2004; Walle, 2004). Estas reacciones metabdlicas asi como la absorcion de los
flavonoles se llevan a cabo en el intestino delgado y el intestino grueso (Scalbert et al.,
2000), es decir, los flavonoles ingeridos en la dieta son transformados en sus
metabolitos conjugados antes de entrar en el torrente sanguineo.

Todos los flavonoides presentan unas vias comunes de absorcion y metabolismo, desde
las pobremente absorbidas antocianinas, hasta las mejor absorbidas isoflavonas. Las
diferencias en la biodisponibilidad de los flavonoides dependen de la especificidad y
actividad de los transportadores, la especificidad y actividad de las enzimas
metabolicas, la estabilidad de los flavonoides, su estructura quimica y de si la molécula

esta conjugada o no (Williamson et al., 2000).
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Figura 6. Esquema general de la farmacocinética de los flavonoides. Modificado de
Heiss, C. et al. (2010).
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Recientemente se han caracterizado las vias de absorcion y metabolismo de algunos
flavonoides como la quercetina, las isoflavonas y las catequinas, concluyendo que este
proceso de conversion puede ser una herramienta efectiva para atenuar la toxicidad de
estos compuestos, asi como para la regulacion de sus funciones fisioldgicas, ya que

algunos metabolitos poseen diferentes actividades bioldgicas (Williamson et al., 2005a).

3.1 Absorcion

Los flavonoides son compuestos relativamente estables, capaces de resistir las
condiciones de procesado y cocinado de los alimentos asi como las transformaciones
que ocurren en el estomago e intestino delgado durante la digestion. Aunque se ha
sugerido que la saliva humana es capaz de hidrolizar el enlace del azucar de los
glicosidos de quercetina, liberando la aglicona activa en unos minutos, gracias a la
actividad hidrolitica de las colonias de bacterias y a las células epiteliales de la boca
(Walle et al., 2005), la hipdtesis mas aceptada es que los glicosidos llegan intactos al
intestino después de la ingestion (Williamson et al., 2005a). Mientras que la quercetina
aglicona, consumida a veces a través de suplementos, es absorbida en el estomago de la
rata hasta una cantidad limitada (Piskula, 2000), los glicsidos no presentan ningun
limite (Crespy et al., 2002). La capacidad limitada del estomago para absorber las
agliconas se debe en parte a la relativamente pequefia superficie del estomago,
comparada con la del intestino delgado (DeSesso et al., 2001). Los flavanoles, tales
como las catequinas y las proantocianidinas oligoméricas, se encuentran de forma
natural en su forma aglicona. Las proantocianidinas son estables en el estdbmago
humano in vivo (Rios et al., 2002) (Piskula, 2000) aunque in vitro se descomponen
después de varias horas a pH 2 en flavanoles monoméricos y en otros compuestos no
identificados (Spencer et al., 2000). Por tanto, la mayoria de las proantocianidinas y las
catequinas que se ingieren, llegan intactas al intestino delgado.

Los flavonoides glicosilados deben ser deconjugados en el intestino delgado para ser
absorbidos y posteriormente conjugados por las enzimas intestinales (Setchell et al.,
2001). Por tanto, el primer paso para la absorcion de los flavonoides glicosilados es la
deglicosilacion por la lactasa florizina hidroxilasa (LPH) (Day et al., 2000b), una

enzima que se encuentra en las microvellosidades del intestino delgado y que es
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responsable también de la hidrolisis de la lactosa. Esta enzima actua fuera de las células
epiteliales, de manera que las moléculas pueden ser deglicosiladas en la luz intestinal
sin tener que atravesar la membrana del enterocito (Mantei et al., 1988). El producto de
la reaccion de deglicosilacion es una aglicona libre que puede difundir a través de las

células epiteliales de forma pasiva o por difusion facilitada.

Un mecanismo de absorcion alternativo es el mediado por el cotransportador intestinal
de glucosa y acoplado al sodio (SGLT1) que transporta los flavonoides glicosidos de
forma intacta dentro del enterocito (Olthof et al., 2000), para ser deglicosilados
mediante las B-glucosidasas citosolicas (Day et al., 1998; 2003). Un buen sustrato de la
B-glucosidasa citosolica, es la quercetina-4”-glucdsido. La utilizacién de la preparacion
de intestino de rata invertido permitiéo demostrar que la via mediada por SGLT1 y la -
glucosidasa citosolica representa el 20% de la quercetina absorbida, mientras que el
80% restante es absorbido gracias a la LPH (Day et al., 2003). Sin embargo, para la
quercetina-3-glucésido, que no es sustrato de la B-glucosidasa citosolica, la via de la
LPH es la responsable del 100% absorbido.

Los polifenoles que no se absorben en el intestino delgado, es decir, el resto de los
glucésidos de quercetina (e.g., rutina, hiperosido) son solubilizados por las
enterobacterias en el intestino grueso, liberando la aglicona. De hecho, se ha descrito
que las bacterias anaerdbicas tales como Bacteroides distasonis, Bacteroides uniforms,
y Bacteroides ovatus tienen actividad B-glucosidasa (Bokkenheuse, 1987) y catalizan
las reacciones de deconjugacion de los polifenoles, asi como su hidrolisis en
compuestos mas simples como los 4&cidos fendlicos (Baba et al., 1983). Las
enterobacterias pueden tambiéen catalizar la apertura del anillo liberando productos tales
como el &cido 3,4-dihidroxifenilacetico, el &cido m-hidroxifenilacético o el acido m-
homovanilico (Terao, 1999). Estos productos pueden ser absorbidos en el organismo
mediante el transportador de acidos monocarboxilicos y/o por mecanismos de difusion
(Konishi, 2005).
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3.2 Metabolismo

La mayoria de la fraccion de flavonoides absorbida a nivel intestinal penetra en los
enterocitos (Figura 6) (Spencer et al., 1999). El sitio principal de la conjugacion inicial
de los flavonoides es el intestino delgado (Andlauer et al., 2000; Crespy et al., 1999;
Kuhnle et al., 2000). Las enzimas catalizadoras de las reacciones de fase Il son la
uridina 5’- difosfato glucuronosil transferasa (UGT), la fenol-sulfotransferasa (PST), y
la catecol-O-metiltransferasa (COMT) que se encuentran en las células epiteliales del
intestino delgado (Figura 7) (Murota et al., 2003). Las isoformas de la enzima uridina
5’-difosfato glucuronosil transferasa (UGT) que catalizan mas probablemente la
glucuronizacion en el intestino delgado humano son la UGT1Al y la UGT1A8
(Boersma et al., 2002) aunque la UGT1A9 puede también jugar un papel en el higado
(Oliveira et al., 2000). Algunos metabolitos conjugados son suceptibles de ser
transportados a la circulacién sanguinea a través de la linfa (Murota et al., 2005).
Muchos de los metabolitos conjugados no entran al torrente sanguineo, sino que
vuelven al tracto intestinal debido a la accion de la proteina asociada a la resistencia a
maultiples farmacos (MRP-2) (Walle et al., 2005).

Fenil sulfotransferasa (PST) Uridina 5'-difosfato glucuronosil Catecol-O-metiltransferasa
transferasa (UGT) (COMT)

Glucuronizacién

Figura 7. Enzimas responsables del metabolismo de la quercetina en las células
epiteliales del intestino delgado humano y estructuras quimicas de los principales

metabolitos.

Los metabolitos conjugados que son transportados al higado, son metabolizados por

reacciones hepato-enzimaticas de fase Il. Se ha observado que este segundo proceso
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metabdlico en el higado produce una gran variedad de metabolitos conjugados a partir
de los producidos en el intestino delgado y grueso con o sin previa reconjugacion de
estos (Day et al., 1998; van de Woude et al., 2004). Las reacciones de conjugacion que
se han descrito en el higado son de hidrolisis, glucuronidacion, O-metilacion y
sulfoconjugacion (Crespy et al., 1999; Manach et al., 2005; O'Leary et al., 2003). La
quercetina accede facilmente al interior de los hepatocitos mediante un mecanismo que
no se conoce completamente. Algunos estudios indican que se trata de un sistema de
polipéptidos transportadores de aniones organicos de (OATP2) situado en la membrana
basolateral de los hepatocitos (Cui et al., 2001; Konig et al., 2000). Este sistema permite
una acumulacion de la quercetina en el interior celular donde alcanza concentraciones
diez veces superiores a las del medio extracelular (Boulton et al., 1999). El
metabolismo de la quercetina ha sido estudiado en un modelo de hepatocitos de origen
humano (HepG2) (O'Leary et al., 2004). En estas células, que representan un modelo de
metabolismo hepético, tanto la quercetina-7-glucurénido como la quercetina-3-
glucurdnido se metabolizan (O'Leary et al., 2003). En primer lugar, estos glucuronidos
de quercetina pueden ser hidrolizados por la B-glucuronidasa (O'Leary et al., 2003),
liberando la aglicona que, a su vez, puede ser metilado en posicion 3’- 0 4’- por la
catecol-O-metil-transferasa (COMT) y formar isorramnetina y tamarixetina,
respectivamente (O'Leary et al., 2003; Zhu et al., 1994). En ratas, se ha detectado en el
plasma la presencia de isorramnetina (3’-metilquercetina), tamarixetina (4’-
metilquercetina) y kaempferol tras la administracion de quercetina (Manach et al., 1998;
1997; 1995). Ademas, la quercetina puede volver a unirse al acido glucurénico o a
grupos sulfato (O'Leary et al., 2003). La isorramnetina también puede ser glucuronizada
y sulfoconjugada (Day et al., 2000a; O'Leary et al., 2003). Después del consumo de
quercetina, ingerida a través de la cebolla, los metabolitos que se encuentran en sangre
son, quercetina-3-glucuronido, quercetina-3’-sulfato, y metilquercetina-3-glucurdnido
(Day et al., 2001).

Las dosis de flavonoides empleadas también determinan el sitio primario del
metabolismo. Por ejemplo, a dosis elevadas la quercetina se metaboliza principalmente
en el higado, mientras que dosis inferiores se metabolizan en la mucosa intestinal por lo

que el higado juega un papel secundario (Scalbert et al., 2000). Cabe resefiar que la
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concentracion plasmatica de los polifenoles cuando se administran en la dieta es muy
inferior a cuando se administran aislados. Estas diferencias implican que, al igual que
que ocurre con otros farmacos, pueden saturar el metabolismo y, como consecuencia,
encontrarse en forma no conjugadas en el plasma (Scalbert et al., 2000). Por otra parte,
los flavonoides presentes en la dieta no alcanzan concentraciones tan elevadas para
saturar el metabolismo y por tanto, las especies circulantes estdn mayoritariamente en su
forma conjugada. Por ejemplo, después de administrar una dosis farmacologica de 2 g
de catequina en el plasma se detecta la presencia de catequina en forma de aglicona en
el plasma después de 30 minutos. Sin embargo, tras el consumo de pocos mg de
catequina, como los presentes en el vino tinto, en el plasma se detecta catequina
solamente en forma de conjugado (Bell et al., 2000). Todos estos resultados sugieren
que la recaptacion de los flavonoides presentes en la dieta facilita la conjugacion en el
intestino delgado. Por el contrario, dosis farmacoldgicas saturan las enzimas
conjugantes del intestino delgado y pasan en la forma no conjugada a la vena portal
hepética (O'Leary et al., 2004).

Los metabolitos glucurono- y sulfo-conjugados producidos a nivel hepético se eliminan
por la bilis a través de un sistema de transporte dependiente de ATP situado en el
dominio apical de las células hepaticas (MRP2) (Jedlitschky et al., 1997; Konig et al.,
1999; O'Leary et al., 2003). Estos glucurono- y sulfo-conjugados excretados por via
biliar entran asi en un ciclo enterohepético, como se ha observado en estudios realizados

en la preparacion de higado de ratas aislado y perfundido (Middleton et al., 2000).

En cualquier caso, se ha descrito que la conjugacion puede incluso servir para preservar
a los flavonoides en los fluidos biologicos. La vida media de una aglicona como
quercetina en un medio de cultivo es de 1 a 2 horas, sin embargo la vida media de
guercetina conjugada en la sangre humana in vivo es de alrededor de 10 a 22 horas. Al
igual que ocurre con otras sustancias (Monfardini et al., 1998), la conjugacion permite
estabilizar la quercetina en la sangre y puede actuar como medio de liberacion a los
tejidos (Williamson, 2004).

INTRODUCCION



Universidad Complutense de Madrid

Sin embargo, otros flavonoides como las epigalocatequinas (EGCG) y las antocianinas
estan presentes en el plasma en forma de aglicona (Ullmann et al., 2003) o de

glucédsidos (Talavera et al., 2004).

3.3 Distribucién

La sangre proporciona flavonoides a todos los tejidos del organismo. Si estuvieran
presentes en el plasma, las agliconas podrian entrar en los tejidos periféricos por
difusion pasiva o facilitada. Los conjugados glucuronidos, sin embargo, probablemente
tendrian que ser transportados a los tejidos periféricos, debido a que son relativamente
hidrofilicos y difunden través de las membranas sélo muy lentamente. Esto puede no ser
el caso de los conjugados de sulfato, ya que algunos podrian ser relativamente
hidrofobicos (Williamson, 2004). Respecto a la quercetina, como hemos revisado
anteriormente, Day et al. (2001) detectaron en el plasma humano unos 20 metabolitos
distintos, incluyendo quercetina 3-O-B-D-glucurénido (Q3GA), quercetina 3’-0-p-D-
glucurdnido (Q3’GA), quercetina 4’-O-B-D-glucurénido (Q4’GA), quercetina 3-O-f-
sulfato (Q3°S), quercetina 3’-O-metil, 4’-O-p-D-glucurdnido, y quercetina 3’-O-metil-
3-O-B-D—glucurénido (isoramnetina-3-O-p-D—-glucurénido, I3GA) y sin embargo no
hallé ningln resto de la aglicona. Estos metabolitos fueron también encontrados en la
orina humana despues de la ingesta de alimentos ricos en flavonoides (Hong et al.,
2005; Mullen et al., 2004).

La quercetina aglicona esta estrechamente unida a la albumina mediante enlaces no
covalentes (Papadopoulou et al., 2005). Se ha sugerido que los metabolitos de
quercetina se encuentran unidos a la albumina en la sangre (McAnlis et al., 1999). Se ha
demostrado que la fuerza de la union covalente en los metabolitos conjugados es mucho
menor que la que une la quercetina aglicona con la albumina (Dufour et al., 2005). Esto
implica que los metabolitos conjugados pueden ser facilmente liberados de la fraccion

de albumina adquiriendo la capacidad de unirse a los tejidos.

Después de una ingesta rica en flavonoides, se ha observado un incremento transitorio

de los metabolitos de quercetina en plasma humano llegando a alcanzar valores de
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concentracion en el rango micromolar (Hollman et al., 1995), concentracion que
disminuye gradualmente hasta llegar practicamente a cero en menos de 8 h (Manach et
al., 1997). La ingestion continua de alimentos ricos en flavonoles justifica la presencia
de niveles bajos de metabolitos de quercetina en plasma, aunque este nivel presenta una

gran variabilidad interindividual (Moon et al., 2000).

El hecho de que la quercetina y el resto de los flavonoles ingeridos a través de la dieta
puedan llegar a ser acumulados en los diferentes tejidos del organismo es objeto de
discusion en los dltimos afios. No esta claro, si éstos se pueden acumular en el
organismo humano, sin embargo en animales de experimentacion se ha observado que
la dieta rica en quercetina se distribuye en diferentes érganos (de Boer et al., 2005).
Estos investigadores observaron que en ratas y cerdos alimentados con una dieta que
contenia; un 0.1% o un 1.0% de quercetina respectivamente, durante 11 semanas, la
quercetina y sus metabolitos se encontraban ampliamente distribuidos en los tejidos de
la rata. Las mayores concentraciones se encontraron en el pulmon y las menores fueron
encontradas en el cerebro, tejido adiposo blanco y el bazo. Una distribucion similar se
observo en los cerdos en un estudio a corto plazo con una ingesta de 500 mg de
quercetina por kg de peso. Sin embargo, Bieger et al. (2008) observaron que una
suplementacion a largo plazo no mostraba mayores cantidades de metabolitos en los
organos que una dosis Unica, y solo se observo una alta concentracion plasmatica en el
higado, en el intestino delgado y en el rifidén. En el estudio en cerdos no se confirmo que
hubiera una mayor acumulacion en los pulmones. Se detect6 una cantidad importante de
aglicona, pero la mayor parte puede ser debida a una reaccion de deconjugacion durante

el proceso de extraccion.

Mullen et al. (2008) administraron mediante sonda nasogéastrica, quercetina-4’-
glucésido marcado con **-C a ratas (4 mg por kg de peso corporal) y observaron muy
poca radioactividad en todos los tejidos del organismo salvo en el tracto gastrointestinal.
En base a estos hallazgos, los autores concluyeron que la mayor parte del flavonoide
ingerido era convertido en acidos fendlicos antes de la absorcion en el organismo, y que
su acumulacién en los tejidos era, por tanto cuestionable. Estos resultados

contradictorios indican que el grado de acumulacion en los tejidos del organismo es
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totalmente dependiente de la cantidad y de la via de administracion empleada. Un
estudio sobre la biodisponibilidad de naringina (naringenina-7-O-neo-hesperidiésido) en
ratas sanas y ratas con tumores demostrd que la concentracién de los metabolitos
conjugados en el plasma de las ratas portadoras de tumores fue significativamente
menor que en ratas sanas (Silberberg et al., 2006). Estas evidencias sugieren que las
diferentes condiciones patoldgicas podrian influenciar también la biodisponibilidad de

los flavonoides, y por tanto condicionar su acumulacion en los tejidos.

Kawai et al. estudiaron la distribucion de los glucurénidos fue estudiada usando un
novedoso anticuerpo monoclonal con el que se identific6 que Q3GA se acumulaba en
las lesiones ateroscleréticas de la aorta dafiada y no en aortas normales (2008b). Este
descubrimiento parece indicar que los metabolitos de quercetina se translocan a las
dianas vasculares selectivamente cuando los vasos estdn dafiados y sugiere que los
metabolitos conjugados podrian ejercer una actividad especifica per se o por

deconjugacion en sus agliconas activas en condiciones de inflamacion.

3.4 La desconjugacion de los metabolitos.

Las evidencias acumuladas en los Gltimos afios sugieren que los metabolitos conjugados
podrian ser deconjugados mediante la B-glucuronidasa y que los flavonoles agliconas se
pueden acumular en los tejidos (Bieger et al., 2008). Algunas evidencias indirectas
sugieren, asimismo, que la actividad de los glucurénidos de quercetina depende de su
deconjugacion (Lee-Hilz et al., 2008).

Las B-glucuronidasas se encuentran tanto en la fraccion lisosomal como en el reticulo
endoplasmico (Paigen, 1989). En las células del higado, esta enzima metaboliza los
glucurdnidos de quercetina (O'Leary et al., 2003). La actividad sulfatasa también esta
presente y actla en sulfatos de esteroides y otras moléculas dentro de la célula
(Coughtrie et al., 1998; Huang et al., 1997; Purohit et al., 1996) lo que produce
agliconas intracelulares. La actividad B-glucuronidasa también puede estar presente en
algunos fluidos extracelulares, tales como el humor acuoso (Weinreb et al., 1991). La
genisteina libre se encuentra en tejidos como el cerebro, higado, ovario, mama, prostata,

testiculos, tiroides y el Utero (Chang et al., 2000). Algunas formas libres de metil-
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quercetina, catequinas, y metil-catequina se pueden encuentrar en el higado, pero no en

el plasma (Manach et al., 1999).

Shimoi et al. (2001) demostraron por primera vez que el monoglucuronido de luteolina
se convierte en aglicona libre durante la inflamacion usando neutr6filos humanos
estimulados con la mezcla de ionomicina/citocalasina B, asi como en ratas tratadas con
lipopolisacarido (LPS). Ademas detectaron que la actividad B-glucuronidasa en el suero
humano de pacientes sometidos a hemodialisis se encontraba incrementada de forma
significativa comparada con voluntarios sanos. En este sentido, el grupo de Terao
también ha observado que los macréfagos estimulados con LPS presentan un aumento
de la actividad B-glucuronidasa y generan quercetina aglicona cuando las células son
expuestas a Q3GA (Kawai et al., 2008b). Parece, por tanto, que los conjugados
glucurénidos de los flavonoides pueden liberar su aglicona mediante el aumento de la

actividad B-glucuronidasa durante la inflamacion.

3.5 Excrecion

La tasa de excrecion de los flavonoides en la orina depende drasticamente de los
flavonoides objeto de examen, con una gran variabilidad que abarca desde la quercetina
y la antocianina, cuya tasa es inferior al 1,5% las catequinas que presentan una tasa de
excrecion en torno al 5% las isoflavonas con una tasa entre 2 al 20% (Scalbert et al.,
2000). Ademas, los flavonoides se encuentran en la orina en forma conjugada. Por
ejemplo, las catequinas presentes en la orina de rata son (+)-catequina-5-O-f-
glucurdnido y epicatequina-5-O-B-glucuronido (Harada et al., 1999).

Los metabolitos tienen semividas de eliminacion de aproximadamente 17-25 h
(Hollman, 1997a; Hollman et al., 1998; Hollman et al., 1996) gracias al establecimiento
del ciclo enterohepatico (O'Leary et al., 2003). La prolongada permanencia en plasma
de los metabolitos permite que su consumo repetido tenga un efecto acumulativo sobre
las concentraciones plasmaticas (Hollman, 1997a; Hollman et al., 1998; Hollman et al.,
1996). En voluntarios sanos a los que se administraba un suplemento de flavonoides,

mayoritariamente quercetina (2g/dia) durante 28 dias, las concentraciones plasmaticas
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de flavonoides se elevaron hasta 1,5 uM (Conquer et al., 1998). Estas concentraciones
son similares a las concentraciones farmacologicamente activas, capaces de inhibir

distintos sistemas enzimaticos.

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

la ingesta alimentaria.

4. Las propiedades biologicas de los metabolitos conjugados

A pesar de que el analisis de los efectos biologicos de los flavonoides, y en particular de
la quercetina, ha sido objeto de numerosas investigaciones, la informacion acerca de la
actividad de los metabolitos conjugados presentes en el plasma es mas escasa. Sin
embargo, en los ultimos afios el interés por estos metabolitos ha ido creciendo tras las
dudas planteadas sobre la posible relevancia de los estudios in vitro anteriores que
utilizaban las formas agliconas, que no estan presentes en el plasma (Kay, 2010; Kroon
et al., 2004; Middleton et al., 2000).

Se ha comprobado que, al igual que las formas agliconas, algunos metabolitos de la
quercetina también poseen actividad antioxidante (Moon et al., 2001; Morand et al.,
1998; Yamamoto et al., 1999). Mas concretamente, se ha observado que el metabolito
mayoritario de la quercetina en plasma, la quercetina-3-glucurénido (Q3G) actlia como
“barredor” de radicales libres y es capaz de inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) a altas concentraciones (Moon et al., 2001). Al igual que la
quercetina, los glucurénidos de la quercetina no sélo actian como “barredores” de
radicales libres sino que son capaces de inhibir sus fuentes enzimaticas como la XO y la
LOX. De hecho, Day et al., (2000a) analizaron la actividad de diversos glucurénidos de
la quercetina en relacion con su capacidad de inhibir la XO y la LOX. Los glucurénidos
de la quercetina inhibieron la XO en un modelo bovino segun el siguiente orden de

sustitucion 4’-> 3’-> 7- > 3-. Asi mismo, todos los glucurénidos de los flavonoides
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analizados inhibieron la LOX. Ademas, la Q3GA, a la concentracion de 10uM, inhib e
la peroxidacion inducida por H,O, en fibroblastos de raton (3T3) (Shirai et al., 2002) y
la peroxidacion lipidica inducida por la LOX en vesiculas unilamelares de
fosfatidilcolina (Shirai et al., 2001). También se ha demostrado que la Q3GA, (10 uM)
y la quercetina-3’-sulfato (Q3’S), producian un efecto inhibitorio sobre la generacién
no-enzimaética de O, (Cano et al., 2002).

También se ha observado que los metabolitos poseen otras actividades bioldgicas
especificas aparte de la antioxidante in vitro (Day et al., 2000a; de Pascual-Teresa et al.,
2004; Kawai et al., 2008b; Kim et al., 2007; Mochizuki et al., 2004; O'Leary et al.,
2004; Shiba et al., 2008; Yoshizumi et al., 2002). Por ejemplo, la Q3GA (1 uM)
previno la hipertrofia de las CMLV inducida por Ang Il a través de la inhibicion de
JNK 'y AP-1, pero no tuvo efecto sobre la ERK 1/2, la p38, las MAPK (Yoshizumi et
al.,, 2002). Tanto la Q3GA como la isoramnetina-3-glucurénido (I3GA) a
concentraciones muy bajas (0.1 y 1 uM) disminuyen la expresion de la COX-2 en

linfocitos humanos ex vivo pero no in vivo (de Pascual-Teresa et al., 2004).

En otros casos, sin embargo, los metabolitos han resultado ser menos eficaces que la
guercetina como, por ejemplo, en la inhibicidn de la adhesion de los monocitos a células
endoteliales (Koga et al., 2001). Asi, los metabolitos de la quercetina, la Q3’S, la Q3GA
y la I3GA no mostraron apenas efecto sobre el aumento inducido por el TNF-a en las
moléculas de adhesion VCAM-1, ICAM-1 y MCP-1, a nivel de la proteina como del
ARNmM, ni en el endotelio humano, ni en las células del masculo liso vascular (Tribolo
et al., 2008; Winterbone et al., 2009). Boesch-Saadatmandi et al. (2011), observaron
que en los macrofagos RAW264.7 estimulados con lipopolisacarido, aunque la
quercetina e isorramnetina disminuian significamente los niveles de mMRNA y proteinas
TNF-a, la Q3GA no tenia ningln efecto, sobre TNF-a ni sobre los niveles de expresion

del resto de mediadores inflamatorios.

Sobre el papel de estos metabolitos en la disfuncion endotelial, nuestro grupo ha
mostrado que los metabolitos glucurénidos y sulfatos de la quercetina carecen de un

efecto vasodilatador directo en la aorta de rata (Lodi et al., 2009). En la arteria coronaria
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porcina, la (Q3’S) inhibe la contraccién inducida por la endotelina-1 y por el andlogo de
tromboxano A, U46619 de una manera independiente del endotelio, mientras que la
Q3GA no tiene ningun efecto (Suri et al., 2010). Nuestros datos revelan que la Q3’S
tienen un efecto vasodilatador agudo en las arterias mesentéricas de resistencia de rata,
pero una vez mas con una potencia menor que la quercetina (observaciones no
publicadas). Ademas, las evidencias disponibles sugieren que los metabolitos
glucurdnidos y sulfatos pueden evitar, aunque de forma menos efectiva que la
quercetina, el deterioro en la biodisponibilidad de NO en condiciones de alto estrés
oxidativo (Lodi et al., 2009). La quercetina-3-glucurénido previno también la
disfuncion endotelial inducida por endotelina-1 (Lodi et al., 2009). Ademas, la
quercetina y su metabolito sulfato, mejoran de forma selectiva la relajacion dependiente
de GMP ciclico, mediante un mecanismo que no implica la inhibicion de la
fosfodiesterasa 5 (Suri et al., 2010). Curiosamente, la quercetina y el metabolito sulfato
previnieron también la tolerancia a la nitroglicerina in vitro (Suri et al., 2010), un efecto
compartido por otros ““barredores” de O," (Munzel et al., 1999). Varios estudios han
demostrado que la quercetina y su glucurénido conjugado inhiben la proliferacion y la
hipertrofia, e induce apoptosis en los cultivos de células musculares lisas vasculares
(Moon et al., 2003; Yoshizumi et al., 2002).
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Varios estudios epidemioldgicos prospectivos (Hertog et al., 1993; Keli et al., 1996;
Huxley et al., 2003) indican que existe una relacion inversa entre el consumo de
flavonoides en la dieta y la mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Se han
publicados también multiples trabajos usando modelos animales que muestran que los
flavonoides o las dietas ricas en flavonoides ejercen un efecto protector en las
enfermedades cardiovasculares (Middleton et al., 2000), justificando asi los resultados
de los estudios epidemiologicos. Por ejemplo, la quercetina reduce la presion sanguinea,
el estrés oxidativo y el dafio en dérganos diana en modelos animales de hipertension
(Duarte et al., 2001b; Sanchez et al., 2006). La quercetina presenta también efectos
antiaterogénicos, previene la disfuncion endotelial (Duarte et al., 2002; 2001b; Sanchez
et al., 2006), protege al miocardio del dafio isquémico y, a dosis altas, también puede
reducir la obesidad. Sin embargo, los efectos sobre el perfil lipidico y sobre la
resistencia a la insulina son contradictorios. Los ensayos de intervencién en humanos
con flavonoles aislados demuestran un efecto antihipertensivo (Edwards et al., 2007),
pero no se dispone de datos sobre la funcién endotelial, la resistencia a la insulina o la
aterosclerosis. En estos estudios se han utilizado tanto los flavonoides glicosilados, es
decir, en la forma en la que se encuentran mayoritariamente en la dieta, como los

flavonoides en forma de aglicona.

Para analizar los posibles mecanismos de accion, se han realizado mdtiples estudios in
vitro usando también los flavonoides en forma de agliconas. Estos estudios han
demostrado que la quercetina presenta un efecto vasodilatador en arterias sistémicas y
coronarias (Duarte et al., 1993a; Fitzpatrick et al., 1993; Gryglewski et al., 1987; Perez-
Vizcaino et al., 2002) asi como antiagregante ( Gryglewski et al., 1987) y restaura la
funcién endotelial en aortas de ratas espontaneamente hipertensas mediante el aumento
en la biodisponibilidad de NO. Este efecto protector sobre el NO, que esta relacionado
con su efecto antioxidante (Lopez-Lopez et al., 2004), se piensa que es uno de los
mecanismos fundamentales mediante el cual los flavonoides ejercen su efecto protector
en las enfermedades cardiovasculares (Perez-Vizcaino et al., 2006b). Otros mecanismos
propuestos han sido la inhibicion de la oxidacién del LDL y la reduccién de las

moléculas de adhesion y de otros marcadores inflamatorios.
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Sin embargo, los numerosos estudios farmacocinéticos realizados en los ultimos afios,
indican que las concentraciones plasmaticas de quercetina aglicona y de otros
flavonoides relacionados son muy bajas, ya que estos se conjugan rapidamente con
acido glucuronico y/o sulfato en el intestino e higado produciendo diversos metabolitos,
entre los que destacan la quercetina-3-glucurénido (Q3GA), la quercetina-3’-sulfato
(Q3’S) vy la isorramnetina-3-glucurénido (I3GA) (Day et al., 2001; Manach et al.,
1998; Mullen et al., 2006; Scalbert et al., 2000).

Esto ha dado lugar a que una gran cantidad de datos cientificos obtenidos durante
décadas utilizando las agliconas en estudios in vitro (Middleton et al., 2000) hayan sido
puestos en duda al no ser extrapolables a los efectos in vivo. Se ha sugerido que los
compuestos que se deben utilizar en los estudios in vitro son los metabolitos
conjugados, que son los que se encuentran de forma mayoritaria en el plasma humano
(Kay, 2010; Kroon et al., 2004). En los ultimos afios, por tanto, se han estudiado los
efectos de los metabolitos mayoritarios de los principales flavonoides de la dieta. Asi, se
ha descrito que los principales metabolitos del plasma humano Q3GA, Q3’S e I3GA
son inactivos o presentan un efecto in vitro menor que sus formas agliconas (Lodi et al.,
2009; Winterbone et al., 2009; Wright et al., 2010). Nuestro grupo ha demostrado que
los metabolitos conjugados pierden su efecto vasodilatador directo y que no tienen
efecto sobre la funcion endotelial en ausencia de estrés oxidativo. Sin embargo, bajo
condiciones de estrés oxidativo preservan, al menos parcialmente, la actividad biologica
tanto del NO afadido exdgenamente como del derivado del endotelio. Ademas la Q3GA
previene la disfuncion endotelial inducida por endotelina-1 (Lodi et al., 2009). El efecto

in vivo de los metabolitos no ha sido estudiado hasta el momento.

Sin embargo, se ha descrito también que los glucurénidos de quercetina, pueden ser
desconjugados por macréfagos en cultivo (Kawai et al., 2008b; Shimoi et al., 2001) y
en homogenizados de higado humano y de intestino delgado (O'Leary et al., 2001).
Ademas, a pesar de que la quercetina no se detecta en el plasma humano o de animales
en forma de aglicona, en cerdos alimentados con suplementos de este flavonoide, se
detectaron concentraciones relativamente altas de la forma aglicona de la quercetina en

diversos tejidos (Bieger et al., 2008).
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Por otra parte, debido a su amplia distribucion, las diferentes clases de flavonoides estan
normalmente presentes de manera simultdnea en un mismo alimento y por ello, es
frecuente que se consuman conjuntamente a través de la dieta. De hecho, los prototipos
de alimentos ricos en flavonoides contienen un amplio nimero de flavonoides diferentes
en cantidades variables. Sin embargo, se conoce poco sobre las interacciones entre ellos.
Se ha demostrado que la catequina y la quercetina tienen una actividad sinergica sobre
la agregacion plaquetaria a traves de la inhibicién de la proteina kinasa C y de la
activacion de NADPH oxidasa (Pignatelli et al., 2006a; Pignatelli et al., 2006b;
Pignatelli et al., 2000). Se han descrito también interacciones farmacocinéticas
(Silberberg et al., 2005).

La hipétesis general que nos planteamos en esta Tesis Doctoral es que el posible
efecto beneficioso de la quercetina en las enfermedades cardiovasculares, y en concreto,
su efecto vasodilatador, es debido a un proceso de desconjugacion metabdlica a nivel

vascular mas que a la actividad de sus metabolitos conjugados.
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Objetivos:

1) Analizar el efecto prooxidante de los metabolitos conjugados de quercetina y

su papel en la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) en la aorta de rata.

2) Estudiar si el metabolito mayoritario de la quercetina en el plasma humano,
quercetina-3-glucurénido (Q3GA): a) Se desconjuga a nivel vascular, b) si produce
efecto vasodilatador a largo plazo como consecuencia de la desconjugacion, c) si tiene

efectos vasodilatadores in vivo.

3) Determinar las posibles consecuencias de la interaccion entre quercetina y
catequina, los dos representantes de las dos principales clases de flavonoides en la dieta,
sobre a) los efectos vasodilatadores, b) el efecto prooxidante y c) los efectos sobre la

disfuncion endotelial.
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Objectives:

1) To analyse the pro-oxidant effects of conjugated metabolites of quercetin and

their role in the bioavailability of NO in rat aorta.

2) To determine whether quercetin-3-glucuronide (Q3GA) the major quercetin
metabolite in human plasma a) can be deconjugated, b) exerts its effects in
vitro via the release of quercetin and c) exerts a blood pressure lowering
effect.

3) To study the interactions between quercetin and catechin, the representative
compounds of the two major classes of flavonoids, on a) their vasodilatador
effects, b) their pro-oxidant effects and c) their effects on endothelial

dysfunction.
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RESULTS I:

Glucuronidated metabolites of the flavonoid
guercetin do not auto-oxidize, do not generate
free radicals and do not decrease nitric oxide

bioavailability.

Lodi F., et al. Planta Med. 2008;74:741-746.
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Abstract

v

Quercetin, the most abundant flavonoid in the
diet, reduces blood pressure and restores en-
dothelial dysfunction in hypertensive animals.
However, quercetin (as the aglycone) is usually
not present in plasma, but it is rapidly metabol-
ised during absorption by methylation, glucuro-
nidation and sulfation. Depending on the experi-
mental conditions, quercetin can show anti-oxi-
dant or pro-oxidant effects. We have analysed
the pro-oxidant effects of quercetin and its me-
thylated (3-methylquercetin or isorhamnetin),
sulfated (quercetin 3’-sulfate), glucuronidated
(quercetin 3-glucuronide) and methylated plus
glucuronidated (isorhamnetin 3-glucuronide)
metabolites. Auto-oxidation, O; release and NO
scavenging were analysed by means of absorp-
tion spectra, lucigenin chemiluminescence or su-
peroxide dismutase inhibitable cytochrome C re-

duction and an amperometric electrode, respec-
tively. The biological activity of NO was tested in
rat aortic rings. Quercetin, isorhamnetin and
quercetin 3”-sulfate auto-oxidized in aqueous
buffer and generated superoxide radical. Querce-
tin but not the glucuronide scavenged NO. In con-
trast, the glucuronides were without effect. Quer-
cetin, but not quercetin 3-glucuronide, inhibited
the biological activity of NO. These data indicate
that, in contrast to quercetin, its main circulating
forms, i.e., the glucuronides, do not exert pro-ox-
idant effects.

Abbreviations

v

DMSO: dimethyl sulfoxide
NO: nitric oxide

03: superoxide

ROS: reactive oxygen species

Introduction

v

Flavonoids belong to a large group of plant poly-
phenols that are consumed in large amounts
with dietary fruit and vegetables [1]. Large epide-
miological studies have shown an inverse associ-
ation between dietary flavonoid intake and mor-
tality from coronary heart disease [1], [2]. There
has been considerable interest in the flavonols,
particularly quercetin, due to its potency in a
number of in vitro assays of biological activity
and its prevalence in the diet. Quercetin exerts
systemic and coronary vasodilator effects in
vitro [3], [4], [5] and reduces blood pressure, car-
diac hypertrophy, endothelial dysfunction and
vascular remodelling in several rat models of hy-
pertension [6], [7].

Quercetin exerts dual effects on oxidative stress
and nitric oxide. On the one hand, quercetin is
able to directly scavenge O, superoxide anion [8]

and is also a powerful inhibitor of LDL oxidation
[9]. In vivo, it reduces the oxidative status in ani-
mal models of disease, e.g., the spontaneously
hypertensive rat [10], [11]. By reducing O, con-
centrations, quercetin is expected to protect NO
from O5-driven inactivation. Thus, quercetin re-
stored the impaired endothelial function in aor-
tas from spontaneously hypertensive rats both in
vivo [6], [7], [11] and in vitro [12] by enhancing
the bioavailability of NO. This is believed to be
one of the fundamental mechanisms by which
flavonoids protect against endothelial dysfunc-
tion and cardiovascular disease [13]. On the other
hand, quercetin may also behave as a pro-oxidant
and generate reactive oxygen species (ROS) [14],
[15], [16]. Under physiological conditions of pH
and 0,/NO concentrations, quercetin has been
shown to efficiently scavenge NO in the low mi-
cromolar range [15], [17], [18]. This reaction in-
volved the auto-oxidation of quercetin and the

Lodi Fet al. Glucuronidated Metabolites of... Planta Med 2008; 74: 741-746
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flavonoid paradox revealed?

Carmen Menendez"?*, Montserrat Duenas>*, Pilar Galindo*, Susana Gonzdlez-Manzano®,
Rosario Jimenez*, Laura Moreno™?, Maria Jos€ Zarzuelo®, Isabel Rodriguez-Gomez®,

Juan Duarte*, Celestino Santos-Buelga® and Francisco Perez-Vizcaino™?

" Department of Pharmacology, School of Medicine, Universidad Complutense de Madrid, Instituto de

Investigacion Sanitaria del Hospital Clinico San Carlos (IdISSC), Madrid, Spain
2Ciber Enfermedades Respiratorias (CIBERES), Bunyola, Spain

3 Grupo de Investigacion en Polifenoles (GIP-USAL), Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca, Salamanca,

Spain

* Department of Pharmacology, School of Pharmacy, Universidad de Granada, Granada, Spain

® Department of Physiology, School of Medicine, Universidad de Granada, Granada, Spain

Scope: The dietary flavonoid quercetin exerts protective cardiovascular effects. Because
quercetin is rapidly metabolized into less active or inactive glucuronidated metabolites and
the plasma concentrations of free quercetin are very low, a huge amount of scientific data
generated along decades with the unconjugated compounds in vitro has been questioned. We
aimed to determine whether glucuronidated quercetin can deconjugate in situ and whether
deconjugation leads to a biological effect.

Methods and results: Quercetin and quercetin-3-O-glucuronide (Q3GA) were perfused
through the isolated rat mesenteric vascular bed. Quercetin was rapidly metabolized in the
mesentery. In contrast, the decay of Q3GA was slower and was accompanied by a progressive
increase of quercetin in the perfusate and in the tissue over 6 h, which was prevented by the
B-glucuronidase inhibitor saccharolactone. Incubation of mesenteric arterial rings mounted
in a wire myograph with Q3GA for >1h resulted in a significant inhibition of the contractile
response which was also prevented by saccharolactone. Moreover, the intravenous adminis-
tration of Q3GA resulted in a slow onset and sustained blood pressure lowering effect,
demonstrating for the first time that Q3GA has effects in vivo.

Conclusion: We propose that Q3GA behaves as a quercetin carrier in plasma, which
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Accepted: August 9, 2011

deconjugates in situ releasing the aglycone which is the final effector.

Keywords:

Blood pressure / Glucuronide / Metabolism / Quercetin / Vasodilation

1 Introduction

Quercetin is the most abundant and widely distributed
flavonoid, a class of phenolic compounds consumed in the
diet in fruits, vegetables, nuts and derived products such as
red wine and chocolate. Prospective epidemiological studies
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have shown an inverse correlation between dietary flavonoid
intake and mortality from coronary heart disease [1-3].
These data are supported by multiple animal studies
showing that quercetin and related flavonoids exert a wide
range of biological effects both in vitro and in vivo [4]. Thus,
they induce systemic and coronary vasodilatation and anti-
aggregant effects in vitro [5-9] and reduce blood pressure,
the oxidative status and the end-organ damage in animal
models of hypertension [10].

One of the main difficulties in understanding the biolo-
gical activity in vivo of flavonoids is their low concentration
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Abstract

Due to their ubiquitous distribution, flavonoids from different classes are commonly present together in foods. However, little is known
about the interactions between them. The flavonol quercetin and the flavan-3-ol (4-)-catechin are among the most abundant flavonoids in
the diet. In the present study, we have analysed the interactions between these two flavonoids on vascular function using two pure com-
pounds and mixtures of these flavonoids in 1:0-1, 1:1 or 1:10 proportions. Quercetin induced a more potent concentration-dependent
relaxant effect than catechin in the isolated rat aorta, and the isobolographic analysis of the mixtures showed no synergistic or antagonistic
effects between them, i.e. their effects were additive. Quercetin was more potent in mesenteric than in pulmonary arteries. Catechin had
weak effects in these vessels and did not modify the effects of quercetin. Endothelial dysfunction induced by increased oxidative stress by
the superoxide dismutase inhibitor diethyldithiocarbamate was prevented by quercetin, whereas catechin showed a weak effect and the 1:1
mixture an intermediate effect compared with the pure compounds. Quercetin but not catechin showed a pro-oxidant and NO-scavenging
effect, which was not prevented by catechin. In conclusion, catechin was less potent than quercetin as a vasodilator, pro-oxidant or to

prevent endothelial dysfunction, and there were no synergistic interactions between quercetin and catechin.

Key words: Quercetin: Catechin: Isobologram: Endothelium

Flavonoids are polyphenolic compounds ubiquitously distrib-
uted in plants and are consumed regularly in the diet in
considerable amounts in the form of fruits, vegetables, nuts
and derived products such as red wine, tea and chocolate.
Based on their chemical structure, flavonoids can be classified
into several subclasses such as flavonols, flavones, flavanones,
flavan-3-ols (also referred to as catechins), anthocyanidins,
isoflavones, dihydroflavonols and chalcones. Flavan-3-ols
and flavonols are the most abundant and are widely distribu-
ted in food. The average daily intake in the occidental diet of
flavonols is estimated to be approximately 20—25mg, with
quercetin contributing 60—75% of the total™?. The average
intake of flavan-3-ols is within a similar range (approximately
18—-31mg), with (+4)-catechin (henceforth referred to as
catechin) and epicatechin being the most abundant*®.
Prospective epidemiological studies have shown an inverse
correlation between dietary flavonoid intake and mortality
from CHD"?. Several studies using various animal models
have provided support for the observed protective effects of

dietary flavonoids with respect to cvD“®. However, the

profiles of biological effects show marked differences among
the different classes of flavonoids'”. For example, flavonols
exert systemic and coronary vasodilatation®®”, while catechins
exhibit a weak vasodilator effect®. Both flavonoid groups
show antioxidant effects in vitro and can prevent endothelial
dysfunction in vivo 1%

Due to their ubiquitous distribution, flavonoids from differ-
ent classes are commonly present together in foods and/or are
consumed in the same meal. In fact, prototypical flavonoid-
rich foods contain a large number of different flavonoids in
variable amounts. However, little is known about the inter-
actions between them. Quercetin and catechin have been
reported to act synergistically in reducing platelet recruitment
via the inhibition of protein kinase C-dependent NADPH
oxidase activation"*'®, Pharmacokinetic interactions have
also been described'?.

In the present study, we have analysed the interactions
between quercetin and catechin, the
compounds of the two major classes of flavonoids, on vascular

representative

function in vitro.

Abbreviations: DETCA, diethyldithiocarbamate; DHE, dihydroethidium.

* Corresponding author: F. Perez-Vizcaino, email fperez@med.ucm.es
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El rapido aumento de las enfermedades degenerativas en todo el mundo es una amenaza
para la calidad de vida y la salud de millones de personas. Ademas supone un grave
problema para el desarrollo econémico y social de este siglo. Se estima que hasta un
80% de las enfermedades cardiovasculares, el 90% de la diabetes tipo Il y un tercio de
los cénceres podrian evitarse cambiando factores que afectan al estilo de vida,
incluyendo la dieta (WHO, 2003). Existe, por tanto, un interés creciente en el papel de
la nutricion y de componentes especificos de la dieta en la prevencion de tales
enfermedades. Dentro de los constituyentes de la dieta que estan en el foco de interés,
los flavonoides y los compuestos fendlicos han atraido la atencion de los nutricionistas
y de los farmacologos, especialmente por su alta distribucion en frutas, verduras y

productos derivados.

A diferencia de las vitaminas tradicionales, los flavonoides no son esenciales para el
bienestar a corto plazo, pero existe una evidencia creciente de que su ingesta a medio-
largo plazo podria modular el metabolismo humano de una manera favorable,
previniendo o reduciendo el riesgo de enfermedades degenerativas, como las
cardiovasculares, la diabetes, la obesidad y el cancer (Holst et al., 2008; Middleton et
al., 2000).

Maés concretamente, y tal y como hemos revisado en la introduccién, aunque todavia no
existe una prueba soélida, las evidencias cientificas que apoyan la hipétesis de que los
flavonoides tienen un importante papel protector de las enfermedades cardiovasculares
sigue en continuo crecimiento (Perez-Vizcaino et al., 2010). Se han publicado més de
35,000 estudios sobre los flavonoides y cerca de 10,000 sobre la quercetina, el principal
flavonol de la dieta y en el que se ha centrado la atencion de esta Tesis Doctoral, y sin
embargo, aun quedan por responder algunas preguntas fundamentales acerca de su
eficacia, el mecanismo de accién y la biodisponibilidad de los flavonoides.

Los flavonoides son ingeridos regularmente en la dieta en forma de mezclas complejas
de los diferentes tipos junto con otras sustancias activas. Una vez ingeridos, los
flavonoides estan sujetos a modificaciones quimicas en el tracto gastrointestinal,

mediadas tanto por las enzimas como por la microbiota del organismo vy, tras su
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absorcion a través de la pared intestinal, son metabolizados por el higado y tejidos
periféricos. La matriz del alimento puede influir también en el metabolismo y la
absorcion gastrointestinal de los flavonoides. Por tanto, a traves de nuestra dieta diaria,
una multitud de compuestos alcanzan el lumen gastrointestinal, la sangre y los tejidos.
Las concentraciones alcanzadas por la mayoria de estas sustancias se encuentran por
debajo del rango micromolar y no son detectadas por las técnicas analiticas comunes y,
de hecho, sélo un numero reducido de estas sustancias centra la atencion cientifica. Sin
embargo, es importante destacar que una baja concentracion no indica necesariamente

una falta de actividad bioldgica ya que la potencia de la sustancia puede ser muy alta.

Estudios farmacocinéticos en humanos (Day et al., 2001; Gugler et al., 1975) han
demostrado que las concentraciones de quercetina como aglicona son indetectables en el
plasma. Sin embargo, un gran nimero de estudios tanto en animales como en humanos,
demuestran que la administracién oral de quercetina produce un claro efecto biolégico.
Es decir, paradogjicamente, la quercetina produce efectos bioldgicos a nivel sistémico a

pesar de que no se detecta en el plasma después de la ingesta oral.

Durante la dltima década, se ha demostrado que aungue la quercetina no se encuentra en
plasma en su forma aglicona, si lo estan sus metabolitos conjugados con el &cido
glucurdnido y sulfato, resultantes del efecto de primer paso en el intestino o en el
higado. Day et al. (2001) demostraron que los metabolitos de quercetina mas numerosos
presentes en el plasma son la quercetina-3-glucurénido, la quercetina-3’-sulfato y la

isoramnetina-3-glucurénido (3’-metil-quercetina-3-glucurdnido).

Durante las ultimas décadas, se han obtenido una gran cantidad de resultados a partir de
estudios cientificos in vitro utilizando tanto la quercetina aglicona como otros
flavonoides relacionados. Pero, puesto que la quercetina no esta presente en el plasma,
la relevancia de todos estos estudios utilizando agliconas ha sido cuestionada (Kroon et
al., 2004). Por tanto, se propuso que los estudios realizados in vitro para caracterizar los
posibles mecanismos de accion de estos flavonoides deberian ser repetidos utilizando
los principales metabolitos conjugados presentes en el plasma. Aunque la realizacion de

los estudios se ha ralentizado debido a que durante varios afios estos metabolitos no han
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sido disponibles comercialmente, la informacion disponible sobre los efectos in vitro de
estos metabolitos indica que son menos activos que las agliconas y, en la mayoria de los
casos, totalmente inactivos. Por ejemplo, los metabolitos glucurénidos y sulfato no
tienen ningun efecto vasodilatador en las arterias aisladas y ejercen solo un efecto
parcial en la prevencion de la disfuncion endotelial aguda (Lodi et al., 2009). Los
resultados presentados en esta Tesis Doctoral demuestran ademas, que la quercetina-3-
glucurdnido, a diferencia de la quercetina e isorramnetina, no sufre auto-oxidacion y no
modifica los efectos del NO ni la funcion endotelial en la aorta de rata en condiciones
fisiologicas (RESULTS I; Lodi et al., 2008). Por tanto, los resultados disponibles
actualmente, no avalan la hipétesis de que los metabolitos son las formas activas y
responsables de la actividad bioldgica in vivo de los flavonoides. No obstante, es
importante destacar que aun no se ha demostrado que el efecto pro-oxidante de
guercetina ocurra también in vivo. Para ello seria necesario llevar a cabo mas estudios,
especialmente en presencia de sangre total y de proteinas como la albimina humana, la

cual podria proteger a la quercetina de la oxidacion.

Por otra parte, aunque la quercetina no se encuentra en el plasma sino que, como hemos
dicho anteriormente, son sus metabolitos conjugados los que estan presentes, varios
estudios han observado que en los tejidos las formas agliconas si estan presentes, junto
con cantidades variables de metabolitos conjugados (Bieger et al., 2008). Ademas, los
metabolitos glucurénidos de la quercetina pueden ser hidrolizados por la B-
glucuronidasa, liberando la estructura aglicona. A principios del siglo XXI, Lee-Hilz et
al., (2008) y O'Leary et al., (2001) demostraron que los glucurénidos de quercetina eran
hidrolizados y que la actividad de los metabolitos glucuronidos de la quercetina
dependia de su desconjugacion. Terao et al. (2011), basandose en estas evidencias
indirectas, propusieron que los metabolitos glucurénidos de quercetina no tenian como
unica funcién la de convertirse simplemente en metabolitos no toxicos, sino que
también actuaban como agentes bioactivos hidrofilicos en diversos sistemas de

generacion de ROS, ademas de ser precursores de la aglicona hidrofobica.

En la presente Tesis Doctoral se han abordado algunas de las preguntas fundamentales

de esta paradoja en la actividad bioldgica de los flavonoides. La primera pregunta que
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nos planteamos es si los glucurdnidos de la quercetina son activos in vivo. Para ello,
inyectamos la quercetina-3-glucurénido por via intravenosa (1 mg/kg) a las ratas, es
decir, directamente al torrente sanguineo, que es donde estan presentes tras la
administracion oral de la quercetina, y monitorizamos la presion arterial de la rata
durante 8 horas. Observamos que in vivo, la quercetina-3-glucurénido produce una
progresiva disminucion de la presion arterial, confirmando que el glucurénido en
plasma es capaz de mimetizar los efectos de la quercetina administrada de forma oral, lo
que sugiere que el metabolito glucuronido podria ser el responsable de los efectos de la
aglicona. Hay que destacar que el efecto no fue inmediato, sino que sélo se observé una
disminucion significativa de la presion arterial a partir de 2 horas después de su
administracion, ademas, el efecto fue mas persistente (hasta 7 horas) que la presencia
del propio metabolito en el plasma (RESULTS II; Figura 8; Menendez et al., 2011a).

La segunda pregunta a la que intentamos responder fue la de si los glucurénidos de la
quercetina se desconjugan in vitro en los tejidos diana. Para responder a esta pregunta,
utilizamos el lecho mesénterico aislado como modelo vascular, el cual perfundimos de
forma continuada y con la ayuda de una bomba peristéaltica con una solucién que
contenia el metabolito glucurénido, creando un circuito cerrado. Con este disefio
experimental, observamos que la aglicona aparecia lentamente en la solucidn
recirculante, era detectable después de 1 0 2 horas y aumentaba hasta después de 6
horas, mientras que se observaba una disminucion en paralelo de la concentracion del
glucuronido (RESULTS I, Figura 3). Las agliconas también estaban presentes en el
tejido después de 3 y 6 horas lo que demuestra que la quercetina-3-glucurénido se
desconjuga en la pared vascular. (RESULTS Il, Figura 4).

La tercera pregunta que nos planteamos fue si los metabolitos conjugados poseian
efectos in vitro cuando eran incubados durante un tiempo suficiente como para que se
llevara a cabo su desconjugacion. Los datos presentados en la seccion RESULTS I ,
muestran que la incubacidn de anillos aislados de la arteria mesentérica con quercetina-
3-glucurdnido durante un periodo de 3 horas, inhibe siginificativamnente la
vasoconstriccion inducida por la fenilefrina, mientras que tiempos mas cortos de
exposicion (por ejemplo, 30 minutos) no son capaces de modificar la respuesta al
vasoconstrictor (RESULTS II, Figura 5).
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Por ultimo, nos preguntamos si la inhibicidn de la desconjugacién prevendria los efectos
de los glucuronidos que habiamos observado. Tras confirmar que la enzima [-
glucuronidasa se expresa y es activa en la pared vascular, decidimos analizar los efectos
de un inhibidor clésico de la B-glucuronidasa, la D-sacarolactona (RESULTS I, Figuras
3y 4). El efecto inhibitorio de la sacarolactona sobre la desconjugacion del glucurénido
de la quercetina habia sido previamente demostrado utilizando extractos de higado
(O'Leary et al., 2001). En linea con estos resultados, observamos que este compuesto
inhibia tanto la desconjugacion a nivel del lecho mesentérico perfundido como los
efectos a largo plazo de los metabolitos glucurénidos sobre la vasoconstriccion a
fenilefrina en los anillos aislados de arterias mesentéricas (RESULTS 11, Figuras 5 y 6).
Todos estos resultados apoyan la hipétesis de que los glucurénidos presentes en el
plasma se comportan como portadores de la quercetina y que la aglicona liberada
mediante desconjugacion en los 6rganos diana es el efector final.

Por otra parte, también hemos analizado esta paradoja de los efectos de los flavonoides
utilizando un modelo animal de hipertension arterial esencial, las ratas espontaneamente
hipertensas (SHR, Galindo et al., 2012). En este trabajo, no incluido en la presente Tesis
Doctoral, demostramos que los efectos antihipertensivos de la quercetina-3-glucurénido
son dependiente de dosis, y que este metabolito es eficaz incluso a dosis tan bajas como
0,2 mg/kg. La isoramnetina-3-glucuronido también demostré ser efectiva in vivo
mientras que, el tercer metabolito méas abundante en plasma, la quercetina-3’-sulfato, no
presentd ningun efecto. Ademas, los efectos presentados in vivo por la quercetina-3-
glucurdénido eran prevenidos por la inhibicion de la desconjugacion mediante la
sacarolactona. Los resultados anteriores planteaban una Gltima pregunta fundamental, si
la desconjugacion estaba implicada en los efectos de la quercetina administrada por via
oral como aglicona. Nuestros datos confirman que, tal y como sugerian los ensayos in
vitro, la inhibicién de la B-glucuronidasa por la sacarolactona blogueaba totalmente los
efectos de la quercetina (Galindo et al., 2012).

En conjunto, la evidencia disponible actualmente indica que la quercetina ingerida

oralmente se absorbe parcialmente en el intestino, se metaboliza mayoritariamente
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formando metabolitos glucurdnidos y sulfatos, que son las formas que circulan en el
plasma, y que los glucurono-, pero no los sulfo-conjugados, se hidrolizan a nivel
vascular liberando la forma aglicona libre que se acumula en los tejidos (Figura 9). Por
lo tanto, estas evidencias confirman que el proceso de conjugacién es reversible y, al
menos en lo que se refiere al efecto vasodilatador y antihipertensivo, las reacciones de
conjugacion y desconjugacion parecen ser un requisito absoluto.

bb Ingesta
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glicosido
0 Quercetina
-0 Isorramnetina
Do Quercetina
sulfato
d Quercetina
glucuronido
~— _d Isorramnetina
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Figura 9. Esguema de la farmacocinética de los flavonoides en e que se muestra
graficamente que la quercetina ingerida oralmente se absorbe parcialmente en el
intestino, se metaboliza mayoritariamente formando metabolitos glucurénidos y
sulfatos, que son las formas que circulan en e plasma, y en €& que se destacan
especialmente los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral que indican que los
glucurono-, pero no los sulfo-conjugados, se hidrolizan a nivel vascular liberando la
forma aglicona libre que se acumula en los tejidos. Este ciclo de conjugacion-

desconjugacién a nivel vascular es esencial en € efecto antihipertensivo de quercetina.

Los metabolitos glucurénidos de quercetina transportan y liberan la aglicona libre in
situ mediante su desconjugacion, que parece ser un proceso mas lento que el de
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conjugacion. Gracias a que la quercetina es mas lipofilica puede permanecer unida a los
tejidos y en el caso de que la quercetina se liberara de los tejidos hacia el plasma, ésta
seria reconjugada de nuevo en el higado, lo que explica los bajos niveles plasmaticos de
quercetina libre. Sin embargo, algunos efectos de los flavonoides podrian ser atribuidos
a los metabolitos conjugados por si mismos y, por lo tanto, alin queda por demostrar si
la desconjugacion es también necesaria en el resto de efectos importantes de los

flavonoides, en especial, en los efectos antiaterogénicos.

Los resultados de esta tesis discutidos anteriormente nos llevan a plantearnos nuevas
cuestiones. La mas importante es que si la quercetina es, tal y como hemos demostrado
el efector final, varios cientos de estudios sobre sus mecanismos de accion, llevados a
cabo con la quercetina aglicona in vitro, son verdaderamente utiles. En segundo lugar,
en los estudios que analizan los efectos de los metabolitos conjugados in vitro, la
actividad p-glucuronidasa concreta de cada tipo de células estudiada es esencial vy,
ademas, el factor tiempo debe ser considerado, ya que la desconjugacion es un proceso
lento. En tercer lugar, debido a que la pared vascular es capaz de desconjugar los
glucuronidos y estos metabolitos deben cruzar esta barrera para alcanzar cualquier
tejido, se espera que la aglicona pueda entrar en los tejidos, independientemente de la
actividad B-glucuronidasa de las células no vasculares del 6rgano diana. De hecho,
Bieger et al., (2008) analizaron la capacidad de la quercetina para acumularse en los
tejidos tras su administracion oral y, a pesar que estos autores encontraron la aglicona
en todos los tejidos analizados, la actividad especifica B-glucuronidasa no se
correlacionaba con la proporcion de los flavonoles desconjugados en los diferentes
tejidos. En cuarto lugar, se confirma a la sacarolactona como una herramienta atil para
analizar el papel del proceso de conjugacion-desconjugacion. En quinto lugar, la
actividad B-glucuronidasa puede influir en la eficacia de la quercetina. De hecho, se ha
observado que la actividad B-glucuronidasa es mayor en los ratones transgénicos que
expresan apoE; en comparacion con aquellos que expresan apoE, (Boesch-
Saadatmandi et al., 2010b) y esto podria estar relacionado con la disminucion de la
presion arterial sistolica en pacientes con un genotipo apoEs, mientras que el efecto no
fue significativo en el grupo con genotipo apoE, (Egert et al., 2010b). Por otra parte, la

actividad B-glucuronidasa se incrementa en presencia de endotoxinas bacterianas
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(Shimoi et al., 2001), lo que sugiere que la quercetina podria ser mas activa en
condiciones de inflamacion. Finalmente, se ha observado que la desconjugacion de la
quercetina-O-glucuronido  sustituida en diferentes posiciones asi como la
desconjugacion de otros flavonoles o isoflavonoides tiene lugar con una eficacia
catalitica similar (O'Leary et al., 2001), sugiriendo que todo lo demostrado con la
quercetina podria ser valido también para el resto de flavonoides.

Por otra parte, debido a su amplia distribucion, las diferentes clases de flavonoides estan
normalmente presentes de manera simultdnea en un mismo alimento y por ello, es
frecuente que se consuman conjuntamente a través de la dieta. De hecho, los prototipos
de alimentos ricos en flavonoides contienen un amplio numero de flavonoides diferentes
en cantidades variables. Sin embargo, se conoce poco sobre las interacciones entre ellos.
Las tres principales dianas de los efectos de los flavonoides en las enfermedades
cardiovasculares son el endotelio, las células del musculo liso vascular y las plaquetas.

Pignatelli et al. han descrito que existe una interaccion sinérgica entre la catequina y la
quercetina en sus efectos para inhibir la agregacion plaquetaria (Pignatelli et al., 2006;
Pignatelli et al., 2000). Los resultados presentados en esta Tesis muestran que en
comparacion con la quercetina, la catequina produce un modesto efecto vasodilatador en
arterias de conductancia y resistencia, sus efectos protectores sobre la disfuncién
endotelial en condiciones de estrés oxidativo son minimos y no tiene ningun efecto pro-
oxidante. Ademas, la presencia de la catequina no modifica los efectos de la quercetina

en dichos parametros.

Los mecanismos de interacciones entre farmacos (sinergia, adicion o antagonismo) se
analizan frecuentemente de manera intuitiva, sin utilizar un método cuantitativamente
apropiado. Sin embargo, el andlisis isobolografico representa un método facil y
apropiado para el estudio de las interacciones farmacoldgicas siempre y cuando ambos
farmacos presenten actividad (Tallarida, 2001). En la aorta, este analisis demostro que
los efectos de ambos flavonoides fueron aditivos, ya que los puntos que representan su
combinacién estaban dentro de la linea de aditividad (teniendo en cuenta los errores
estandar de los puntos) (RESULTS IlI, Figura 1. Menendez et al., 2011b). Aunque no

pudimos realizar este estudio isobolografico en las arterias mesentéricas (debido al
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insignificante efecto de la catequina), los datos disponibles sugieren que de nuevo no
existe ninguna interaccion (RESULTS I, Figura 2).

La disfuncion endotelial es considerada un indicador precoz e independiente de mal
pronostico para la mayoria de las enfermedades cardiovasculares. Uno de los principales
mecanismos causantes de la disfuncion endotelial vascular es el aumento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno, en particular, del superoxido producido
por la NADPH oxidasa, que reacciona rapidamente con el NO endotelial e induce su
inactivaciéon. Nuestro grupo ha demostrado previamente que la quercetina restaura la
disfuncion endotelial tanto in vitro (Sanchez et al., 2007) como in vivo en varios
modelos animales de hipertension (Sanchez et al., 2006) mediante al menos dos
mecanismos. La quercetina muestra de forma aguda un efecto directo barredor de
superdxido e inhibe la actividad de las enzimas generadoras de superéxido. De forma
cronica, ademas, puede prevenir la expresion de los genes involucrados en la generacion
de superdxido, tales como las subunidades de la NADPH oxidasa, que son inducidas por
estimulos patoldgicos como la angiotensina Il o la endotelina-1. En este trabajo,
inducimos una disfuncién endotelial aguda mediante un protocolo basado puramente en
la produccién de estrés oxidativo, que consiste simplemente en la inhibicion de la
degradacion del super6xido enddégeno. En los dltimos tiempos se ha formulado la
hipdtesis de que los compuestos con propiedades barredoras del superdxido intracelular
0 con capacidad para inhibir su sintesis podrian tener un efecto protector de esta u otras
formas de disfuncién endotelial. La catequina, a la concentracion fisiol6gicamente
relevante de 10uM, mostré un minimo efecto protector sobre el dafio producido por el
inhibidor de la superoxido dismutasa DETCA sobre la relajacion inducida por la
acetilcolina. La combinacion de la catequina y de la quercetina, a una concentracion de
5uM, produce un menor efecto que la quercetina 10uM, lo que permite descartar una

interaccion sinérgica entre los dos componentes.

Los antioxidantes muestran frecuentemente también un efecto pro-oxidante cuando se
analizan bajo unas condiciones experimentales concretas. De hecho, ademé&s de su
efecto antioxidante, los flavonoides presentan un efecto prooxidante (Halliwell, 2008;

Lopez-Lopez et al., 2004) que puede estar implicado en algunos de sus efectos
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biolégicos. En condiciones experimentales concretas, el aumento de superoxido
producido por la quercetina tiene un efecto barredor de NO que disminuye, por tanto, la
vasodilatacion inducida por NO (Lopez-Lopez et al., 2004). Ademas, la quercetina
activa los canales de potasio de alta conductancia (canales BKCa), a través de la
produccién de H,O, (Cogolludo et al., 2007), que contribuye al menos parcialmente a
su efecto vasodilatador coronario. La quercetina se auto-oxida y genera superéxido que
reacciona rapidamente con NO (Lopez-Lopez et al., 2004). En cambio, la catequina a
10 UM no presenta ningun efecto “ barredor” de NO. Los compuestos “barredores” de
superdxido tales como la superdxido dismutasa previenen estos efectos de la quercetina
sobre el NO. Se podia esperar que la catequina pudiera prevenir los efectos de la
quercetina gracias a su efecto antioxidante, sin embargo, al menos a esta concentracion
de 10uM, la catequina no previene la auto-oxidacion de la quercetina ni el efecto
barredor de NO. Las especies reactivas de oxigeno se detectaron usando sondas
fluorescentes, tales como DHE, el cual detecta superéxido, o DCF, que detecta
principalmente H,O,. En esta Tesis, también hemos demostrado que la quercetina
aumenta las especies reactivas de oxigeno en el musculo liso de la aorta, confirmando
asi, los resultados previamente descritos usando DCF en las arterias coronarias
(Cogolludo et al., 2007). De acuerdo con su débil efecto barredor de NO descrito en el
sistema experimental libre de ceélulas, la catequina tampoco mostré un incremento
significativo del superoxido intracelular. Se han descrito efectos sinérgicos de la mezcla
de polifenoles (catequina, quercetina, hesperidina y acido ferulico) en la prevencién de
la oxidacion del LDL en humanos (Cirico €t al., 2006). Sin embargo, la presencia de la
catequina por si sola no previene, como ya hemos mencionado, el efecto pro-oxidante

de la quercetina ni en el sistema libre de células ni en células de musculo liso en cultivo.

Los flavonoides ejercen efectos vasodilatadores independientes de endotelio que
representan uno de los posibles mecanismos implicados en sus efectos
antihipertensivos, que a su vez podrian contribuir en la prevencion de otros tipos de
enfermedades cardiovasculares, tales como el infarto agudo de miocardio y el ictus.
Curiosamente, el efecto vasodilatador de la quercetina es mas potente en las arterias de
resistencia, que son las implicadas en el control de las resistencias vasculares y que, por

tanto, regulan el flujo y la presion sanguinea (Perez-Vizcaino et al., 2002). Esta
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diferencia puede deberse a las diferencias existentes entre las vias de sefializacién
implicadas en la vasoconstriccion de las grandes y pequefias arterias. Recientemente, se
ha considerado que la presion arterial pulmonar puede ser un factor de riesgo
cardiovascular (Lam et al., 2009). En este trabajo, se muestra por primera vez que la
quercetina también tiene un efecto vasodilatador en las arterias pulmonares de
resistencia. Sin embargo, aunque la potencia vasodilatadora de la quercetina fue mayor
en las arterias pulmonares que en la aorta, el efecto fue menor que en las arterias
mesentéricas de resistencia, lo que indica una baja selectividad por la circulacion
pulmonar. De nuevo, la catequina mostr6 un efecto vasodilatador muy pequefio. La
catequina y la quercetina tienen una estructura similar, aunque difieren en su estructura
tridimensional, la segunda es plana y la primera no, y lo que podria explicar las
diferencias entre las actividades biologicas de ambas. Ademas, aunque el estudio
isobolografico no pudo llevarse a cabo debido al insignificante efecto de la catequina,
los datos disponibles sugieren que de nuevo no existe ninguna interaccion. Por tanto, al
igual que en las arterias sistémicas, la catequina no modifica el efecto vasodilatador de
la quercetina en las arterias pulmonares. Es importante destacar que en esta Tesis hemos
estudiado la interaccion de los dos flavonoides mas representativos de la dieta, lo cual
no excluye posibles interacciones entre36366 otras combinaciones diferentes.
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1. La quercetina-3-glucur énido, a diferencia de quer cetina e isorramnetina, no
sufre auto-oxidacion y no modifica los efectos del NO y la funcion endotelial
en condiciones fisiologicas.

2. La quercetina-3-glucuronido se desconjuga a nivel vascular, liberando la

quercetinalibre.

3.La incubacién prolongada con quercetina-3-glucuronido produce una
inhibicion de la vasoconstriccién in vitro gracias a su desconjugacion y a la

liberacion dela porcion dela aglicona activa.

4. La quercetina-3-glucuronido produce una disminucion en la presion arterial

in vivo.

5. Los resultados anteriores sugieren que la quercetina-3-glucuronido actua
como un transportador de la quercetina en € plasma y que la aglicona
liberada en los 6rganos diana es € efector final, al menos para explicar los

efectos vasodilatador es.

6. La catequina presenta un débil efecto vasodilatador y sobre la disfuncion
endotelial y no tiene ningun efecto prooxidante. Los débiles efectos de la
catequina sobre la funcion vascular son aditivos a los producidos por la
quer cetina, excluyendo por tanto, cualquier interaccion sinérgica entre los

representantes de las dos principales clases de flavonoides en la dieta.
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1. Asopposed to quercetin and isor hamnetin, quer cetin-3-glucuronide did not
suffer auto-oxidation and did not modify the effects of NO and endothelial
function under physiological conditions.

2. Quercetin-3-glucuronide can be deconjugated enzymatically in a perfused

vascular bed releasing the free quer cetin.

3. Quercetin-3-glucuronide exerts inhibitory effects on vascular contraction in
vitro when incubated for long time periods via therelease of free quercetin.

4. Quer cetin-3-glucuronide exerts a progressive and long lasting blood pressure

lowering effect in vivo.

5. Taken together, these results suggest that the circulating glucuronides in
plasma behave as quercetin carriers and that the aglycone released in the
target organs seems to be the final effector, at least to explain the

vasodilatory effects.

6. Catechin, compared with quercetin, produced weak vasodilator effects in
conductance and resistance arteries, a weak ability to modulate oxidative
stress-induced endothelial dysfunction and did not show pro-oxidant effects.
The weak effects on vascular function produced by catechin are additive
with those of quercetin, excluding synergistic interactions of these two

flavonoids at thislevel.
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