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A

AAD: L-Aminodcido aromdatico descarboxilasa

AAO: Forma aldehidica del aglucdn de la oleuropeina
AAPH: 2,2'-Azobis(2-amidino propano) diclorhidrato
ABC: Area bajo la curva

ABTS: Acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotioazolin-4-sulfénico)
ADN: Acido desoxirribonucleico

AGMI: Acidos grasos monoinsaturados

AGS: Acidos grasos saturados

ALDH: Aldehido deshidrogenasa

ANOVA: Andlisis de la varianza

AOV: Aceite de oliva virgen

AOVE: Aceite de oliva virgen extra

AP: Compartimento apical

ARN: Acido ribonucleico

B

BHA: Butilhidroxianisol

BHE: Barrera hematoencefdlica
BHT: Butilhidroxitolueno

BL: Compartimento basolateral

C

Caco-2: Linea de células epiteliales intestinales humanas
Ccf: Cromatografia en capa fina

ClI: lonizacién quimica

COMT: Catecol-O-metiltransferasa

COSY: Correlation Spectroscopy

C-Pd: Carbdn paladio

D
DA: Dopamina
DAD: Detector de diodo array

Lasta de abreviaturas

DAOD: Forma dialdehidica del aglucdn de la oleuropeina descarboximetilada

DCF: Diclorofluoresceina oxidada
DCFH: Diclorofluoresceina

DCFH-DA: 2°,7 -Diacetato de diclorofluoresceina



DEM: Maleato de dietilo

DMSO: Dimetilsulfoxido

DMSO-ds: Dimetilsulféxido hexadeuterado
DOPAC: Acido 3,4-dihidroxifenilacético
DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazina

DTT: Ditiotreitol

DMEM: Dulbecco Modified Eagle’s Medium

ECACC: Coleccidon Europea de Cultivos Celulares
EFSA: European Food Safety Authority

EM: Espectrometria de masas

EP: Enfermedad de Parkinson

EROs: Especies reactivas de oxigeno

F

FAB: Bombardeo con dtomos acelerados
FBS: Suero fetal bobino

FDA: Food and Drug Administration

FeAs: Sulfato ferroso y dcido ascérbico

FRAP: Ferric reducing antioxidant power

G
GSH: Glutation reducido
GSSG: Glutatién oxidado

H
5-HIAA: Acido 5-hidroxiindolacético

HepG2: Linea de células de hepatoma humano

HMBC: Hetero Multiple Bond Correlation spectroscopy

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién

HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta resoluciéon con detector de diodo array

HPLC-ED: Cromatografia liquida de alta resolucién y deteccidn electroquimica

HR: Hipoxia-reoxigenacién

HSQC: Hetero Single Quanta Correlation spectroscopy

HTy: Hidroxitirosol

HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo
HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo
HVA: Acido homovanilico

HVAL: Alcohol homovanilico



1-J
IA: indice de absorcién
ICs0: Concentraciéon inhibitoria 50

J: Constante de acoplamiento

L

LC-ESI-TOF-MS: Espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida con interfase
electrospray y analizador de tiempo de vuelo

LC-MS: Cromatografia liquida acoplada a detector de espectrometria de masas

LDH: Lactato deshidrogenasa

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LDLox: Lipoproteinas de baja densidad en su forma oxidada

L-DOPA: 3,4-Dihidroxifenil-L-alanina (levodopa)

LPS: Lipopolisacdridos

LPO: Productos de peroxidacién lipidica o lipoperdxidos

M

[M]**: lon molecular

[M-H]*: lon cuasimolecular

[M+H]*: lon cuasimolecular

MAO: Monoamino oxidasa

MDA: Malondialdehido

MS: Espectrometria de masas

MS-HR: Espectrometria de masas de alta resolucion

MS-ESI: Espectrometria de masas con fuente de ionizacion electrospray

3-MT: 3-Metoxitiramina

N

NEAA: Aminodcidos no esenciales

NO: Oxido nifrico

NO2HTy: Nitrohidroxitirosol

NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo
NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo
NOAEL: No Observed Adverse Effects Level
NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

NOS: Oxido nitrico sintasa

O-P
ORAC: Oxygen Radical Scavenging Capacity
8-0x0-dG: 8-oxo-deoxiguanosina

P.f.: Punto de fusién



Papp: Coeficiente de permeabilidad aparente
PBS: Tampdn fosfato salino
PSP: fenolsulfonftaleina (colorante rojo fenol)

pTsOH: Acido p-toluenosulfénico

R

REA: Estudios de la relacién estructura-actividad

RLs: Radicales libres

RMCD: pB-Ciclodexirina metilada

RMN: Resonancia magnética nuclear

13C-RMN: Resonancia magnética nuclear de carbono-13

TH-RMN: Resonancia magnética nuclear de protén

S-T-U

SAM: S-Adenosil-L-metionina

TBARS: Sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico
1-BOOH: terc-Butilhidroperdxido

TEAC: Capacidad Anfioxidante en Equivalentes de Trolox
TEER: Resistencia eléctrica transepitelial

THF: Tetrahidrofurano

TPTZ: Tripiridiltriazina

TR: Tiempo de retencion

Trolox: dcido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetframetilcromano-2-carboxilico
TxB2: Tromboxano B2

Ty: Tirosol

UGT: UDP-Glucuronosiltransferasa
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1. Introduccion

La dieta mediterrdnea (DM) es objeto de numerosos estudios en cuanto a
los efectos beneficiosos que produce en el organismo, principalmente, por su
incidencia positiva en la prevencion de los accidentes cardiovasculares. De
hecho, recientemente, ha sido recomendada por la UNESCO como una dieta

prototipo de valor mundial (Bach-Faig y cols., 2011).

El éxito de esta dieta es atribuido, fundamentalmente, a su componente
graso mayoritario, el aceite de oliva virgen (AOV). Su importancia radica en su
alto contenido en dacido oleico y en compuestos fendlicos. Estos Ultimos
destacan por su elevada actividad antfioxidante, sobre todo, los orfo-
catecoles. El hidroxitirosol (HTy) es uno de estos biofenoles y se encuentra en
diversas fuentes naturales, siendo especialmente importante su presencia en el
olivo, ya sea libre o en forma de un glucésido derivado, denominado
oleuropeina, principal compuesto fendlico presente en la aceituna (Vazquez,
1978).

Durante el proceso de extraccion del AQOV, la mayor parte de los
biofenoles indicados se quedan en la fase acuosa semisdlida, denominada
alperujo, debido a su cardcter hidrosoluble (Mateos y cols., 2001)." No
obstante, una pequena fraccidn de derivados liposolubles de HTy pasa al
aceite, junto a ofros biofenoles, lo cual, es suficiente para proteger al AOV de
la oxidacidon y el enranciamiento que sufre durante el tiempo de su vida Ufil

(Mateos y cols., 2003).

En los Ultimos anos, el HTy se ha convertido en objeto de numerosos
estudios por parte de diferentes grupos de investigacion de todo el mundo.
Presenta una capacidad protectora frente a la oxidacién mucho mayor que
los aditivos antioxidantes habitualmente utilizados por la industria alimentaria,

fundamentalmente, tocoferoles y BHT (Servili y cols., 1996). Sin embargo, su

De hecho, en la produccion del AOV, el 80% del total de la aceituna que se moltura es desechado en
forma de residuo. En este sentido, se producen unos 10 millones de toneladas al aio de desechos sélidos o
semisdlidos, a nivel mundial, derivados de la industria olivarera. El almacenamiento o reciclaje de estos
desechos supone un grave problema medio ambiental debido a su alto contenido en materia orgdnica
(Arvanitoyannis y cols., 2007).
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cardcter practicamente insoluble en medio lipofiico hace que no pueda ser

utilizado en este tipo de alimentos.

Ademds de poseer propiedades antioxidantes, se ha demostrado que el
HTy presenta una variada gama de actividades bioldgicas como son:
actividad antimicrobiana, antihipertensiva, hipoglucémica, antiagregante
plaquetaria, cardioprotectora y antiinflamatoria (Visioli y cols., 2002a; Tuck y
Hayball, 2002a; Bianco y Ramunno, 2006; Covas y cols., 2006a y b; Bendini y
cols., 2007), aparte de inhibir la proliferacion y promover la apoptosis en
numerosas lineas celulares tumorales humanas (Fabiani y cols., 2009). Por
Ultimo, pero no menos importante, en la Ultima década se ha puesto de
manifiesto mediante técnicas de acoplamiento (docking) que la presencia de
un resto lipofilico es necesaria para una buena actividad anticancerosa en

diversos orto-catecoles estudiados (Hrenn y cols., 2006).

De hecho, y teniendo en cuenta el elevado interés en el uso de
fitoquimicos como ingredientes para alimentos funcionales con valor
nutricional anadido, el HTy ya ha sido utilizado, con buenos resultados, como
ingrediente bioactivo en alimentos como zumo de tomate (Larrosa y cols.,
2003), pan (Siebrecht, 2008) o salchichas (Cofrades y cols., 2011).

Por otra parte, en los Ultimos anos, se han preparado varios tipos de
derivados de HTy con el fin de modular su balance hidréfilo/lipdfilo para su
posible uso en la proteccién de los alimentos grasos frente a la oxidaciéon, o
para aumentar su biodisponibilidad en el organismo. Entre estos derivados
cabe destacar los ésteres (Alcudia y cols., 2004; Torres y cols., 2005; Trujillo y
cols., 2006; Grasso y cols., 2007), isocromanos (Guiso y cols., 2001; Lorenz, 2006)
o éteres (Madrona y cols., 2009). Estos derivados han mostrado actividades
similares o incluso mejoradas (Trujillo y cols., 2006; Lorenz, 2006; Pereira-Caro y
cols., 2009) respecto al propio HTy libre, siendo, en la mayoria de los casos, mds

liposolubles.

En este contexto, hace algunos anos se inicié una serie de colaboraciones,
que se mantienen en la actualidad, entre el Departamento de Farmacologia y
Pediatria (Facultad de Medicina, Universidad de Mdlaga), el Instituto de la

Grasa (CSIC, Sevilla), el Departamento de Quimica Orgdnica y Farmacéutica
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(Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla) y el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos y Nutricion (ICTAN-CSIC, Madrid), para el estudio y
aprovechamiento de la fraccién fendlica de la aceituna. Estas colaboraciones
se han enmarcado en fres proyectos de investigacion (Cert y cols., 2004; Cert y
cols., 2007; Espartero y cols., 2009 y han dado lugar a la publicacién de
numerosos arficulos (Mateos y cols., 2001, 2003, 2005, 2008; Alcudia y cols.,
2004; Trujillo y cols., 2006; Gonzdlez-Correa y cols., 2008a, 2008b, 2009; Madrona
y cols., 2009; Rodriguez y cols., 2009; Pereira-Caro y cols., 2009, 2010a, 2010b,
2012; Piersanti y cols., 2011; Munoz-Marin y cols., 2012, 2013; Guerrero y cols.,
2012; Burattini y cols., 2013; Calderon-Montano y cols., 2013; Reyes y cols., 2013)
y comunicaciones a congresos, asi como a la presentacién de dos patentes

internacionales (Alcudia y cols., 2004; Cert y cols., 2012).

Dentro de este marco de colaboracién, nos hemos propuesto el estudio
de nuevos anfioxidantes derivados de HTy, en los que se introduce una
modificacion fundamental en el anillo fendlico como es la incorporacion de un
grupo nitro (NO2). La combinacién de la presencia de este grupo
electroatrayente con la longitud y naturaleza de la cadena lateral podria
permitir la modulacién de la actividad antioxidante de los nuevos compuestos

sintetizados.

Ademds, la infroduccion del grupo nitro en este tipo de compuestos les
podria conferir la capacidad de inhibir la catecol orto-metiltransferasa
(COMT), enzima implicada en la degradacion de Ila dopaming,

neurotransmisor cuyo déficit produce la enfermedad de Parkinson (EP).

Por todo ello, en la presente Memoria se describe la sintesis vy
determinacion estructural de dos series de nitrocatecoles derivados de HTy.
Seguidamente, se presenta la evaluacidn de su  metabolismo vy
biodisponibilidad a nivel intestinal y hepdtico. Finalmente, se exponen los
estudios preclinicos de los nuevos compuestos, desde el punto de vista de su
potencial antioxidante y neuroprotector para la prevencidn del ictus

isquémico, asi como su capacidad potencial de inhibiciéon de la COMT.

(&1
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2. Antecedentes

2.1. Dieta mediterranea

Los hdbitos alimentarios desempenan un papel crucial en el
mantenimiento de la salud, tanto a nivel individual como poblacional.
Actualmente, la dieta mediterrdnea se considera el modelo de alimentacion
mas saludable y que, desde sus origenes, ha respondido al patrén alimentario
caracterizado por un consumo elevado de verduras, hortalizas, frutas, pasta,
arroz, frutos secos, leguminosas y una rica variedad de pescados, ademds de
aceite de oliva virgen (AOV) y vino tinto. En este sentido, la dieta mediterrdnea
se ajusta adecuadamente a las recomendaciones de la conocida “pirdmide
nutricional” (Figura 2.1), a pesar de ser un modelo de alimentacién con un
elevado contenido graso, en contraste con las dietas recomendadas durante

décadas por los nutricionistas anglosajones (Pérez-Jiménez y cols., 2005).

OCASIONAL
‘\\ Grasas (margarina, mantequilia...)
Duilces, bolleria

Vino opcional OCASIONAL
Carnes grasas, embutidos
Carnes magras, pescado,

huevos, legumbres y frutos secos

2 RACIONES
Lach. s cueo Y]
2-4 RACIONES 3.5 RACIONES ;
i . =
Verduras y hortalizas & (1 o é r’;anss =
>2 RACIONES 2 455" > -
L o “ o

<\ \ Pan, cereales, cereales

° )\ integrales, arroz, pasta

3 £ ) \ y patatas
h & 4-6 RACIONES

4 Ejercicio fisico Agua

Figura 2.1
Raciones recomendadas para los principales grupos de alimentos. Pirdmide nutricional adaptada
a la dieta mediterrdnea. (Fuente: Sociedad Canaria de Endocrinologia y Nutricién, SOCAEN).

En los Ultimos anos, numerosas investigaciones han avalado la adherencia
a este paradigma de la alimentacién asocidndolo a una menor mortalidad

global y una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares (Toledo y
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cols., 2013; Rees y cols., 2013; Guasch-Ferré y cols., 2014; Lépez-Garcia y cols.,
2014; Chiva-Blanch y cols., 2014; Casas y cols., 2014), cdncer (Pelucchi y cols.,
2009; Giacosa y cols., 2013; Grosso y cols., 2013) y enfermedades inflamatorias

(Lucasy cols.,2011; Parkinson y Keast, 2014).

El hecho de responder a un patrén de alimentacion basado en una
tradicion antigua vy sin efectos perjudiciales evidentes, ha despertado en las
Ultimas décadas el interés por parte de la comunidad cientfifica para ser
considerada una herramienta prometedora desde el punto de vista de la
salud publica. En ese sentido, el Comité Intergubernamental de la UNESCO ha
acordado inscribir la Dieta Mediterrdnea en la lista representativa del
Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad. Los efectos beneficiosos de la
dieta mediterrdnea en la salud se deben a la variedad, dosis y equilibrio de los
macronutrientes que se aportan encaminados a construir un patrén dietético
en el que los diferentes nutrientes puedan tener efectos sinérgicos cuando se
consumen de forma combinada (Hu, 2002). Ese paradigma, basado en el
consumo combinado de alimentos concretos, viene caracterizado por un bajo
contenido en dacidos grasos saturados (AGS) y alto contenido en dcidos grasos
monoinsaturados (AGMI), carbohidratos complejos vy fibra, junto con un aporte
importante de compuestos bioactivos de origen vegetal. Entre ellos, cabe
destacarlas vitaminas hidrosolubles y liposolubles, los carotenoides y una gran
variedad de compuestos fendlicos, cuya actividad antioxidante y efectos

beneficiosos potenciales han sido y estdn siendo ampliamente investigados.

2.1.1. Papel de los polifenoles. Evidencias cientificas sobre sus beneficios

" b

“"Compuestos fendlicos”, “polifenoles” o* biofenoles” son términos que se
utilizan en la bibliografia para designar aquellas sustancias que poseen un
anillo de benceno con uno o mdas grupos hidroxilo y que pueden presentar
ofros grupos funcionales (Harborne y cols.,, 1989). Estdn universalmente
presentes en los sistemas bioldgicos y, en especial, en el reino vegetal,
principalmente, en los frutos, aunque también en hojas, flores y otros érganos

vegetales.

10
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Los efectos saludables de los polifenoles presentes en los alimentos han
sido repetidamente asociados a procesos de captacidon de radicales libres
(RLs) y actividad antioxidante, infimamente ligados a enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares y cdncer, entre ofros, como procesos
subyacentes. Por esta razén, numerosos estudios en los Ultimos anos han ido
encaminados a la evaluacion de la capacidad antioxidante de determinados
alimentos (Huang y cols., 2005; Wolfe y cols., 2008; Finley y cols., 2011) y su

correlacion con el contenido en polifenoles.

Hoy se sabe que los compuestos fendlicos son mds que simples
antioxidantes, estando implicados en numerosos mecanismos vy rutas
moleculares que justifican los beneficios que se les atribuyen. Entre los efectos
saludables derivados de los mismos, Valls-Pedretet y cols (2012) demostraron
que el mayor consumo de alimentos ricos en antioxidantes y, particularmente,
ricos en polifenoles, se asocia con un mejor estado cognitivo en una poblacién
anciana con alto riesgo cardiovascular. Ofros estudios asocian el consumo de
una dieta rica en compuestos polifendlicos con una menor incidencia de
cancer de pecho (Couto y cols., 2013), prostata (Ferris-Tortajada y cols., 2012) y
colon-rectal (Djuric, 2011).También se ha comprobado que el consumo de una
dieta mediterrdnea suplementada con aceite de oliva virgen extra o nueces
reduce el riesgo de eventos cardiovasculares en sujetos con elevado riesgo

cardiovascular (Estruch y cols., 2013).

Asimismo, otros estudios describen efectos saludables de los polifenoles en
la mejora de procesos inflamatorios digestivos, obesidad, diabetes,
hipertensidon y sindrome metabdlico (Curtis y cols., 2012; Hooper y cols., 2012;

Farras y cols., 2013).

Aunqgue son numerosas las fuentes dietéticas ricas en compuestos fendlicos
como por ejemplo el t&, el café, el cacao, el vino ademds de las frutas y
verduras, el presente frabajo se cenfra en derivados de los compuestos

fendlicos presentes en el olivo.

11
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2.2. Los compuestos fendlicos del olivo y sus productos

El AOV es un alimento tradicional que estd constituido, principalmente, por
triglicéridos (298%) y mezclas complejas de componentes menores (~2%) de
naturaleza quimica muy diversa. Histéricamente, la calidad nutricional
otorgada al AOV se atribuia a su alto contenido en dcido oleico. Sin embargo,
actualmente la presencia de dacido oleico en elevada concentracién no es
exclusiva del AOV, ya que nuevas variedades de aceite de girasol y de colza
presentan una composicion en acidos grasos similar a la del aceite de oliva.
No obstante, el AOV debe ser considerado un producto exclusivo gracias a sus
componentes minoritarios, entre los cuales se encuentran los compuestos
fendlicos. Tanto los componentes mayores como menores muestran una
composicidn cudlitativa y cuantitativa muy variable, dependiendo de la
variedad de aceituna, condiciones climdticas y agrondmicas, calidad y
estado de madurez del fruto o el sistema de extraccion del aceite (Cantarelli,
1961; Montedoro y Cantarelli, 1969; Solinas y cols., 1978; Montedoro y Garofolo,
1984; Amiot y cols., 1986; Solinas, 1987; Di Giovacchino y cols., 1994).

El principal compuesto fendlico presente en la aceituna es la oleuropeina
(1) que se forma por la esterificacion de hidroxitirosol (2-(3',4’-dihidroxifenil)
etanol), HTy (2), con el glucdsido del acido elendlico (3) (Panizzi y cols., 1960).
Las aceitunas verdes contienen una gran proporcién de compuestos fendlicos
y, para el caso particular de la oleuropeina, su contenido puede alcanzar
hasta el 14% de la materia seca. Por ofra parte, el glucédsido del dcido
elendlico (3) y la desmetiloleuropeina (4) se forman por degradacion de la
oleuropeina y van aumentando a lo largo de la maduracién, en la medida
gue aumenta la actividad esterasa, atribuyéndose a esta enzima la formacién

de estos dos compuestos (Amiot y cols., 1986) (Esquema 2.1).

12
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Accidn esterasa

(3)

HO
/gv/%ﬁ/
HO

(4)
Esquema 2.1

Formacién del hidroxitirosol (2), glucdsido del dcido elendlico (3),
y la desmetiloleuropeina (4) por degradacién de la oleuropeina (1)

Otro proceso enzimdtico importante que se produce durante la
maduracién de la aceituna es la hidrdlisis del enlace glucosidico presente en
la oleuropeina, por accidon de B-glucosidasas presentes en el fruto. El aglucdn
resulfante (5) sufre transformaciones posteriores y, mediante equilibrios
tautoméricos ceto-endlicos que implican la apertura del anillo heterociclico
(Angerosa y cols., 1996) origina diversos estereoisdbmeros que se denominan en
conjunto forma aldehidica del aglucén de la oleuropeina (AAO, 7) (Esquema
2.2).
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Esquema 2.2
Formacién de los derivados secoiridoideos del hidroxitirosol

En un proceso similar, a partir de la desmetiloleuropeina (4) se obtiene el
aglucdn (6) que se descarboxila e isomeriza a la estructura dialdehidica (8),
que se denomina forma dialdehidica del aglucén de la oleuropeina
descarboximetilada (DAOD) (Esquema 2.2). Al conjunto de estas sustancias
producidas durante la maduracion del fruto se las denomina derivados

secoiridiodeos.

Durante el proceso de extraccion del aceite, la oleuropeina, por su
cardcter hidrosoluble, no se incorpora al mismo, permaneciendo en el
alperujo. El propio HTy, que se produce por la hidrdlisis del enlace éster en la
oleuropeina o en sus productos de degradaciéon, sélo se encuentra en
canfidades minimas en aceites recién obtenidos debido a su escasa

solubilidad en el aceite (Mateos y cols., 2001). Sin embargo, la concentraciéon

14
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de HTy libre suele aumentar con el envejecimiento del aceite, como
consecuencia de la hidrdlisis de los derivados secoiridoideos. Asi pues, entre 1os
componentes mayoritarios de la fraccion fendlica del AOV se encuentran los
derivados secoiridoideos antes mencionados, alcanzando concentraciones

entfre 50 a 800 mg/Kg, lo que da idea de su mayor lipofilia.

En los Ultimos anos se han identificado otros derivados de HTy en el AOV: el
acetato de hidroxitirosilo (HTy-A) (9) (Brenes y cols., 1999; Espartero y cols., 1999)
y los 1-aril-6,7-dihidroxi-isocromanos (Bianco y cols., 2001) (10, 11) (Esquema
2.3).

R4’ R4

(10) H H
(11) OMe OH

Esquema 2.3
Acetato de hidroxitirosilo (9) y 1-aril-6,7-dihidroxi-isocromanos (10y 11)

Cabe destacar que, ademds de todos estos derivados del hidroxitirosol, se
encuentran en el AOV otros compuestos fendlicos tales como el firosol (Ty) y
sus derivados y, en menor proporcion, otros como los dcidos cindmico y sus
derivados: dcidos ferllico, p-cumdarico, o-cumdrico, cafeico y sinapinico;
derivados del dcido benzoico: dcidos gdlico, protocatéquico, p-
hidroxibenzoico, vanilico, siringico, 3,4,5-tfrimetoxibenzoico y gentisico; asi como
derivados del acido fenilacético: dcidos p-hidroxifenilacético y homovanillico.
También se han detectado flavonoides, fundamentalmente la apigenina y
luteolina y, en menor proporcién, la apigenina-7-glucésido y luteolina-7-
glucdsido, vanilina y ofros componentes polares de cardcter no fendlico,
como los acidos quinico y shiguimico (Montedoro y cols., 1992; Hrenn y cols.,
2006).

Al alperujo pasan la mayor parte de los compuestos fendlicos presentes en
la aceituna, bien como glucdsidos inalterados o bien como los productos de
las hidrdlisis enzimdatica y quimica que tienen lugar durante la maduraciéon del

fruto. La concentracion de compuestos fendlicos en el alperujo varia entre 1,3

15
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y 4,0% sobre residuo seco (Paredes y cols., 1999), siendo los otros componentes
sustancias minerales, azlUcares, dacidos orgdnicos no fendlicos, proteinas,

lipidos, taninos y residuos solidos en suspension.

2.3. Absorcion, biodisponibilidad y metabolismo de la fraccién fendlica
del AOV

La actividad bioldgica in vivo de cualquier compuesto fitoquimico,
incluidos los compuestos fendlicos, siempre vendrd condicionada,
inequivocamente, por su estabilidad digestiva, la extension de su absorciéon y
el metabolismo sufrido. El conocimiento de dicha biodisponibilidad vy
metabolismo es fundamental a fin de demostrar en estudios futuros que los
metabolitos, a las concentraciones biodisponibles, resultan también
beneficiosos (Tomds-Barberdn y Andrés-Lacueva, 2012), pues son las moléculas
disponibles a nivel sistémico y, por tanto, las que mediardn la actividad

biolégica de dichos compuestos.

La estructura quimica de los polifenoles, mds que su concentracion,
determina el rango de absorcion y la naturaleza de los metabolitos circulantes
en el plasma. Los polifenoles mds comunes de nuestra dieta no son
necesariamente los que producen una mayor concentracion de metabolitos

activos en los tejidos diana (D' Archivio y cols. 2010).

Aunque para la mayoria de los polifenoles presentes en el AOV existia
informaciéon limitada sobre su biodisponibilidad, en los Ultimos anos se ha
realizado un considerable esfuerzo en la comprension de la absorciéon y el
metabolismo de estos compuestos. Asi, se ha demostrado mediante diferentes
estudios tanto en animales (D'Angelo y cols., 2001; Visioli y cols., 2001; Tuck y
cols., 2001, 2002; Rodriguez-Gutiérrez y cols., 2012) como en humanos (Miro-
Casas y cols., 2003; Visioli y cols., 2003; Garcia-Villalba y cols., 2010; Sudrez y
cols., 2011; Rubid y cols., 2012; De Bock y cols., 2013; Garcia-Villalba y cols.,
2014) con dietas suplementadas en AOV de composicion fendlica variable,
que sus principales fenoles, concretamente el HTy, Ty y sus derivados, son

biodisponibles de forma dosis-dependiente.
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Cabe destacar el estudio llevado a cabo por Vissers y cols. (2002) con
individuos ileostomizados, donde se confirmd la absorcion de hasta un 66% de
los fenoles ingeridos a fravés del AOV en el intestino delgado, siendo éste el
principal érgano implicado en la absorcién de estos compuestos. Para el caso
del HTy, se ha descrito una absorcidn rdpida, alcanzando la mdxima
concentraciéon en plasma entre 1y 2 horas de la ingesta, seguido de un rdpido

descenso (Rubio y cols., 2012).

Ademds, su absorcion viene determinada por el vehiculo de
administracién, como observaron Tuck y cols. (2001) en un estudio llevado a
cabo con ratas. Estos autores evaluaron el HTy excretado en la oring,
cuantificando una absorciéon del 75 y 99% tras su administracion mediante una
disolucion acuosa y oleosa, respectivamente. En linea con estos resultados,
Visioli y cols (2003), evaluaron comparativamente la biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos entre humanos y ratas mediante diferentes vias de
administracioén, y observaron una mayor excrecion de HTy en la orina humana
que en la de ratas y un porcentaje de recuperacion dependiente del modo
de administracion, alcanzando un 44% cuando se ingeria en forma de AQV,

23% adicionado al aceite de oliva refinado y 13% en forma de yogur.

Las modificaciones metabdlicas que sufren los compuestos fendlicos del
AQV, ocurren a través de una secuencia de reacciones comunes para todos
ellos y similar a la detoxificacién metabdlica que sufren muchos xenobidticos
para reducir su potencial efecto citotdxico, incrementar su hidrofilicidad y
facilitar su eliminacién urinaria o biliar (Manach y cols., 2004). Durante su
absorcién y/o distribucidn, los polifenoles estdn sometidos principalmente a la
accioén de las enzimas de fase Il, dando lugar a derivados metilados, sulfatados
y/o glucuronidados principalmente, por tanto las estructuras quimicas que se
identifican en el plasma y en los tejidos son muy distintas de las que estdn

presentes en los alimentos.

En estudios con humanos, mds del 0% de los fenoles identificados en
plasma y orina aparecen conjugados (Tuck y cols., 2002b; Mir6-Casas y cols.,
2003; Visioli y cols., 2003, entre otros) principalmente derivados glucuronidados
y, en menor proporcion, fenoles libres y O-metil derivados, como el alcohol

homovanillico (HVAL) con o sin glucuronidacién adicional. Recientemente, se
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han analizado muestras de orina de voluntarios sanos tras la ingesta de 50 mL
de AOVE rico en polifenoles, mediante una técnica analitica
considerablemente mds sensible que las utilizadas hasta la fecha, la
espectrometria de masas acoplada a cromatografia liguida, con interfase
electrospray y analizador de tiempo de vuelo (LC-ESI-TOF-MS) (Garcia-Villalba y
cols., 2010). Los resultados de dicho estudio han permitido avanzar
considerablemente en el conocimiento de la biodisponibilidad de los fenoles
del aceite al identificar mds de 50 metabolitos procedentes de reacciones de
las fases | y Il de biotransformacién, no sélo derivados del HTy y Ty, sino de otros
componentes no identificados hasta la fecha en orina como derivados
secoiridoideos, lignanos y flavonoides, y que alcanzaron su concentracion
madxima al cabo de las 2 h de administracién. De esta manera, se confirma por
primera vez la absorcion efectiva, en mayor o menor medida, de todos los
compuestos que componen la fraccion fendlica del AOQV, siendo los
metabolitos procedentes del HTy y sus derivados secoiridoideos los mds
abundantes, fundamentalmente, en sus formas metiladas y glucuronidadas.
Por Ultimo, cabe destacar que el equipo de Motilva y cols., (Suarez y cols.,
2011) han descrito como metabolito mayoritario tras la ingesta de AOV rico en
fenoles, el derivado sulfatado de HTy. Asimismo, han caracterizado la

presencia del derivado sulfatado de HTy-A en plasma (Rubio y cols., 2012).

Para identificar asociaciones entre la ingesta de polifenoles y estado de
salud en los estudios de cohorte, por ejemplo, es muy importante identificar
biomarcadores de ingesta a partir de alimentos comUnmente consumidos en
nuestra dieta, como el AOV. Considerando la recuperacion tan alta descrita
en orina para el HTy, de forma dosis dependiente, este compuesto, en forma
de sus derivado sulfatados, podria constituir un potencial biomarcador segin

se ha sugerido recientemente (Pérez-Jiménez y cols., 2010).

Por ofro lado, el conocimiento de las formas conjugadas de los polifenoles
del AOV en la circulacion periférica, asi como en otros tejidos, es esencial para
obtener informacién adicional acerca de su mecanismo de accién in vivo
(Kroon y cols., 2004). En este senfido se ha demostrado en estudios in vifro
como la conjugaciéon puede afectar a la actividad del compuesto fendlico.

Asi, Tuck y cols. (2002b) encontfraron mayor capacidad de captaciéon de RLs
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para los derivados monoglucuronidados de HTy que para su precursor
mediante el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), mientras que el
derivado sulfatado no mostré ninguna actividad. En contraste con estos
resulfados, recientemente se ha evaluado la actividad antioxidante de
concentraciones fisioldgicas (0,01-10 uM) de conjugados monoglucuronidados
mediante los ensayos DPPH e inhibicidon de la oxidaciéon de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) por cobre, no observdndose actividad antfioxidante
significativa de dichos metabolitos a las concentraciones ensayadas
(Khymenets y cols., 2010). Se puede concluir que la conjugacion de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva tras su absorcidn puede modificar la
actividad antioxidante in vitro, aunque no es posible extrapolar estos resultados

a una situacién in vivo.

Finalmente, la identificacion de los érganos diana de los metabolitos es
importante para entender el mecanismo de accién de cualquier compuesto
bioactivo. Existen pocos estudios a este respecto que aborden la distribucion
tisular de compuestos fendlicos, pero cabe destacar el llevado a cabo en
animales de experimentacion tras administracion intravenosa de HTy radiactivo
(D’Angelo y cols., 2001). Los resultados revelaron una absorcion rdpida vy
extensiva por parte de los érganos y tejidos investigados, tales como el
musculo esquelético, el higado, los pulmones o el corazén y, de manera
preferencial, el rindn. Ademdas, el 0% de la radiactividad administrada se
detectd en la orina recogida hasta 5 h después de la administracion,
principalmente, en sus formas conjugadas, mientras que alrededor del 5% se
encontré en las heces y el contenido gastrointestinal. En linea con estos
resulfados Serra y cols (2012) observaron que los fenoles de un AOV se
absorbieron, metabolizaron vy distribuyeron a través de la sangre a
practicamente todas las partes del cuerpo e, incluso, atravesaron la barrera

hematoencefdlica.
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2.4. Obtencion de hidroxitirosol

2.4.1. Aislamiento a partir de residuos del olivar

Los residuos generados por la industria olivarera son una excepcional
fuente de HTy. Su aislamiento y posterior purificaciéon a partir de estas fuentes
han dado lugar a distintos estudios de bioactividad, biodisponibilidad,

toxicologia o de interacciones con ingredientes alimentarios.

Hasta la fecha se han descrito numerosos ensayos para la producciéon de
HTy de alto grado de pureza a partir de distintas fuentes como las hojas del
olivo, las aguas de lavado de las aceitunas o el alperujo. Asi, Briante y cols.
(2004) han sido capaces de producir grandes cantidades de HTy mediante la
biotransformacién de extractos de hojas de olivo por la accién de una enzima
B-glucosidasa hipertermofiica inmovilizada en un soporte de quitosano,
aprovechando la capacidad de la quitina y el quitosano de adsorber
moléculas polares como el HTy. Otro procedimiento para la obtencidén de HTy
a partir de las hojas de olivo emplea didxido de carbono supercritico sobre el

extracto crudo obtenido de la hoja (Tabera y cols., 2004).

Por otro lado, también se ha estudiado el aislamiento y purificaciéon de HTy
a partir de las aguas de lavado de las aceitunas, asi como de las aguas
residuales que se generan durante el procesado de las mismas. En este
sentido, Brenes-Balbuena y cols. (2003) pusieron a punto un procedimiento,
protegido bajo patente, por el que, tras una etapa de almacenamiento vy
fermentacion, se lleva a cabo un proceso de exfraccion con ultrafiltracion y
adsorcién en resinas no idnicas que da lugar a un exitracto cuya

concentraciéon en HTy estd entre el 60 y 80%.

El grupo del Dr. Ferndndez-Bolanos (Ferndndez-Bolanos y cols., 2005), del
Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla), ha desarrollado un sistema de aislamiento y
purificacion de HTy, a escala industrial, a partir del alperujo, igualmente
protegido bajo patente y que permite su obtencién a bajo coste. En este caso
la etapa clave del proceso es el empleo de una resina de intercambio idnico

que atrapa los antioxidantes de la fraccidon acuosa, seguido de una elucidn
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con agua. El extracto que se obtiene rico en HTy se purifica tras su paso a
través de ofra resina, esta vez no idnica, y lavado con una mezcla de
metanol/agua o etanol/agua. El residuo final libre de disolventes proporciona

el HTy en un 95% de pureza.

2.4.2. Sintesis de hidroxitirosol

Los numerosos estudios (in vitro e in vivo) que evidencian los beneficios del
HTy ha impulsado la bUsqueda de nuevas vias que faciliten su obtencion. Por
ello, es cada vez mds habitual encontrar en la literatura nuevos protocolos de
sintesis de HTy, en la medida de lo posible sencillos, de altos rendimientos
quimicos y econdmicamente ventajosos. Asi, Bianco y cols. (1988) llevaron a
cabo la sintesis de HTy mediante la reduccion con borohidruro sédico (NaBH4)
del 3,4-dihidroxifenilacetato de metilo (12) con un rendimiento del 80%

(Esquema 2.4).

HOD/YO NaBH, HOm
_— =
OMe OH
HO HO
(12) (2)

Esquema 2.4
Sintesis de hidroxitirosol por Bianco y cols.(1988)

Por ofra parte, Espin y cols. (2001) llevaron a cabo la biotransformaciéon del
Ty (13) en HTy mediante una oxidacion con una oxidasa que cataliza
reacciones de hidroxilacion de fenoles a o-difenoles y o-quinonas. De forma
similar, Allouche y Sayadi (2005) prepararon HTy a partir de tirosol usando la
especie bacteriana Serratia marcescens, con un rendimiento del 80% tras siete

horas de incubacion (Esquema 2.5).

IR *
S. marcescens

HO

(13) (2)

Esquema 2.5
Sintesis de hidroxitirosol por Allouche y Sayadi (2005)
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Mds recientemente, Bovicelli y cols. (2007) han descrito la sintesis de HTy a
partir de Ty siguiendo una ruta en varias etapas, todas ellas con excelentes

rendimientos (Esquema 2.6).

Br MeO
/©/\‘ NaBr, Oxone m MeONa, MeCH m
_— _—
HO OH Acetona, H,O HO OH CuBr, DMF OH

HO
(13) (14) (15)
Ac,0O, AcOH
HO HO MeO
m HCl conc. D/\’ BBr, m
- -
HO OH CH,Cl, HO OAc CH,Cl, ACO OAc
(2) (17) (16)

Esquema 2.6
Sintesis de hidroxitirosol por Bovicelli y cols. (2007)

Finalmente, nuestro grupo de investigacion, en colaboracion con el grupo
del Prof. Giovanni Zappia de la Universidad de Urbino (Italia), ha propuesto otra
ruta alternativa de obtencion de HTy a partir de Ty mediante un procedimiento
sintético en tres etapas, en el que el paso clave es una oxidacidon de Baeyer-

Villiger (Piersantiy cols., 2011), tal como se muestra en el Esquema 2.7.

O
m 1. ACOE, TsOH, A H
HO OH  2'MgCL(CHOM A o OAc
(13) (18)
m-CPBA, CH2C|2
24h, 40°C
HO H ©
NHs 4M hg
OH - O OAcC
HO MeOH HO
(2) (19)

Esquema 2.7
Sintesis de hidroxitirosol por Piersanti y cols. (2011)
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Ademds, la sintesis de HTy ha sido objeto de varias patentes. Asi, Barontini y
cols. (2007) han sintetizado HTy a través de una desmetilacién oxidativa del
HVAL previa proteccion del alcohol primario presente en su estructura.
Finalmente, Alvarez de Manzaneda y cols. (2009) han descrito la sintesis de HTy

empleando como productos de partida 3,4-metfilidendioxibencenos.

2.5. Derivados sintéticos del hidroxitirosol

La actividad bioldgica asociada al HTy y en particular su excelente
capacidad antioxidante le convierte en un compuesto con un gran atractivo
industrial para su uso como componente funcional de alimentos, nutracéuticos
y/o cosméticos. Sin embargo, la solubilidad del HTy en productos grasos es
limitada por su naturaleza polar. Por ello, no es de extranar que en los Ultimos
anos haya aumentado el interés en la obtencidon de derivados sintéticos que,
manteniendo la actividad antfioxidante original, posean caracteristicas

funcionales mejoradas, fundamentalmente el aumento de la lipofilia.

Por todo lo expuesto anteriormente, es razonable que los primeros
derivados sintéticos preparados hayan resultado ser andlogos a los
encontrados de forma natural en el aceite de oliva (véase apartado 2.2). De
esta forma, se describid inicialmente la obtencién del derivado acilico de HTy
(HTy-A) (9) mediante dos procedimientos bastante largos y tediosos (Baraldi y
cols., 1983; Gordon y cols, 2001). Posteriormente, nuestro grupo patentd un
procedimiento simple y eficaz de preparaciéon para cualquier derivado
acilado de HTy, incluido el acetato. Este procedimiento, que consta de una
Unica etapa, permite obtener los ésteres grasos de HTy (20-25) con elevados

rendimientos quimicos (Alcudia y cols., 2004; Trujillo y cols., 2006) (Esquema 2.8).

(9)R=CH; Acetato de HTy
(20) R = C3H; Butirato de HTy

HO O RCOOE HO OY R' (21)R=Cy 3 Laurato de HTy
— > (22) R = C,5H3; Palmitato de HTy
HO catalizador HO O (23) R = Cy;Has Estearato de HTy

(24) R= C]7H33 Oleato de HTy
(2) (25) R = C,/H3, Linoleato de HTy

Esquema 2.8
Sintesis de ésteres de hidroxitirosilo por Alcudia y cols. (2004)
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Por otfro lado, también se ha llevado a cabo la sintesis de éteres alquilicos
de HTy (36—-44), que presenfan una unidn éter que hace que sean mads
resistentes a la hidrdlisis dcida que los ésteres anteriormente citados (Madrona

y cols., 2009) (Esquema 2.9).

HO OH HO O
HO HO

() (36-44)
n=0-17
BnBr/ K2C03 HQ/ Pd(C]
acetona THF
BnO OH
:@A/ {CHy) CH3 D/\/ \(v)/
BnO KOH/ DMSO
(26) (27-35)

Esquema 2.9
Sintesis de éteres de hidroxitirosilo por Madrona y cols. (2009)

2.6. Actividad biolégica del hidroxitirosol. Implicacién en salud

Historicamente, las hojas del olivo se utilizaban en la terapia tradicional de
antiguas civilizaciones. A mediados del siglo pasado, se descubrié que los
extractos de las hojas del olivo tenian un efecto positivo sobre la hipertension
(Scheller, 1955; Perrinjoquet-Moccetti y cols., 2008; Susalit y cols., 2011) y, desde
entonces, 10s beneficios de los componentes minoritarios de la aceituna se han

investigado extensivamente (Tripoli y cols., 2005).

El verdadero interés del HTy se basa en su amplio espectro de actividades
farmacolégicas, ademds de aquella que inicialmente centrd toda la atencién,
la capacidad antioxidante, siendo destacable el niUmero de articulos vy
patentes relacionadas con esta molécula existente en la bibliografia (Visioli y
Bernardini, 2011; Ferndndez-Bolanos y cols., 2012; Hu y cols., 2014). En la Figura
2.2 se representa la evolucion de las mds de 2.000 publicaciones relacionadas

con el HTy a lo largo de los Ultimos 25 anos.

Cabe decir que, a partir de un reciente estudio se ha concluido que esta

sustancia no induce efectos que puedan ser considerados de relevancia
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toxicologica, proponiendo asi una dosis del HTy de 500 mg/Kg/dia como
umbral NOAEL (No Observed Adverse Effects Level) (Aunon-Calles y cols.,
2013).

Nimero de documentos

1990 1995 2000 2005 2010
Afio de publicacién

Figura 2.2
Evolucién de los documentos relacionados con HTy publicados a lo largo de los Ultimos afos
(Fuente: Scifinder, fecha de acceso: 16/06/2014)

Todos estos estudios han puesto de manifiesto que el HTy estd implicado en
nuMerosos mecanismos y rutas moleculares que justifican los beneficios que se

le asocian. En el Esquema 2.10 se indican algunas de las mds representativas.

Actividad
Anticancerigena

FENOLES DEL
ACEITE DE OLIVA
VIRGEN

Actividad
Antidiabética

Esquema 2.10
Principales actividades biolégicas asociadas al HTy

A continuacion se exponen, de forma individualizada, cada una de ellas,

haciendo especial hincapié en sus mecanismos de actuacién antioxidante y
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neuroprotector, propiedades que ocupan parte de los objetivos de esta tesis

doctoral.

2.6.1. Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (EROs), que confinuamente se estdn
formando como resultado de procesos metabdlicos en el organismo, pueden
causar oxidacién y danos en las macromoléculas celulares y, por lo tanto,
pueden conftribuir al desarrollo de enfermedades degenerativas, tales como la
aterosclerosis, el cdncer, la diabetes, la artritis reumatoide vy ofras

enfermedades inflamatorias (Balsano y Alisi, 2009).
2.6.1.1. Importancia de la estructura catecdlica

Los efectos beneficiosos atribuibles a los polifenoles presentes en la dieta se
deben, enfre otras cosas, a su efecto antioxidante, al neutralizar las especies
reactivas de oxigeno protegiendo al organismo del dano oxidativo (Hollman y
cols., 2011). La capacidad antioxidante es una de las propiedades mads
destacables del HTy y se relaciona directamente con la presencia de los
grupos hidroxilos fendlicos (Rice-Evans y cols., 1996; Cao y cols., 1997, Bernini y
cols., 2012). Asi, la estructura ortodifendlica o catecdlica del HTy caracteriza su

potencial antioxidante.

En ese sentido, la unidad orto-catecdlica (1,2-bencenodiol u
ortodihidroxifenol) ha sido objeto de numerosas investigaciones que tratan de
relacionar la actividad antioxidante y su estructura quimica, a fin de dilucidar
el posible mecanismo de accion antioxidante (Povie y cols., 2010). En el
esquema 2.11 se representa el mecanismo para el HTy, donde se produce la
formacién de un radical muy estable por la presencia de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre el hidrégeno libre del grupo hidroxilo y el
radical fenoxilo (Visioli y Galli, 1998). Asi, se demuestra que la presencia del
grupo catecol es crucial en la reactividad fendlica al actuar como donador
de dtomos de hidrdgeno en los procesos de formacion de radicales en

cadena (Berniniy cols., 2012).
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LOOH OumH . LOOH

Esquema 2.11
Mecanismo antioxidante del HTy por donacién de hidrégeno

Existen estudios basados en el cdlculo de la energia de disociacion del
enlace O-H mediante descriptores termodindmicos, vdlidos para predecir la
capacidad antioxidante de la estructura catecol in vitro; sin embargo, no son
suficientes para predecir su efecto como secuestrador de RLs en medios
fisioldgicos. Para ello, en los Ultimos anos ha sido de especial importancia
desarrollar descriptores de la cinética de transferencia del dtomo de
hidrogeno entre el polifenol y los RLs en estudios de actividad antioxidante (Di
Meo y cols., 2013).

2.6.1.2. Evaluacion de la capacidad antioxidante de HTy in vitro

Diversos estudios han puesto de manifiesto que los polifenoles totales
presentes en el AOV estdn directamente relacionados con la estabilidad
oxidativa del mismo, tanto en recipientes abiertos a baja temperatura
(Gutfinger, 1981; Tsimidou y cols., 1992), como a altas temperaturas (100-120°C)
por los métodos de oxigeno activo como el método Rancimat® (Vdzquez y
cols., 1975; Gutiérrez y cols., 1977), jugando un papel muy importante en la
conservacion de las caracteristicas cualitativas del aceite. Posteriormente, este
hecho ha sido corroborado al encontrarse una correlacion aceptable con la
estabilidad Rancimat a 100° C, corregida con un factor que tiene en cuenta la
susceptibilidad oxidativa de la matriz segin su composicion en dcidos grasos

(Certy cols., 1996) y de triglicéridos (Mateos y cols., 2005a).

De entre todos los componentes de la fraccidon fendlica, el HTy ha
mostrado una actividad antioxidante por encima del resto y su poftencia en
matrices lipidicas, es muy superior a la de ofros antioxidantes comUnmente
empleados como son a-tocoferol (Baldioli y cols., 1996; Giovannini y cols., 1999;
Gordon y cols., 2001), el &cido cafeico, el butilhidroxitolueno (BHT) y el
butilhidroxianisol (BHA), aunque algo menor que la del galato de dodecilo

(Papadopoulos y Boskou, 1991; Chimi y cols., 1998; Mateos, 2002).
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2.6.1.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante en cultivos celulares

Numerosos estudios in vitfro han demostrado la capacidad del HTy para
hacer frente al estrés oxidativo inducido por agentes oxidantes en diferentes
lineas celulares. Asi, se ha visto como el HTy y ofros compuestos presentes en la
fraccion fendlica del AOV contrarrestan la citotoxicidad de las especies
reactivas de oxigeno en células epiteliales de intestino humano Caco-2
(Deiana y cols., 2010), en células de melanoma (D'Angelo y cols., 2005), en
células de hepatoma humano (Goya y cols., 2007) y en células epiteliales
tubulares renales (Deiana y cols., 2008; Incani y cols., 2010). Esta capacidad
protectora se fundamenta en la habilidad de los polifenoles para captar RLs
(Tripoli y cols., 2005; Cornwell y Ma, 2008).

Por otra parte, se han enconfrado evidencias que sugieren que los fenoles
pueden ejercer una protecciéon indirecta frente al estrés oxidativo mediante el
mantenimiento equiliorado del sistema de defensa enddgeno, inhibiendo el
descenso de la concenfracion de glutation infracelular reducido (GSH) vy
modulando la actividad y expresidon de los enzimas antioxidantes (Masella y
cols., 2004; Martin y cols., 2010), a través de un mecanismo que implica la
activacién de las rutas moleculares PIBK/AKT y ERKs y posterior translocacion

nuclear de Nrf2 en células HepG2, para el caso del HTy (Martin y cols., 2010).
2.6.1.4. Efecto sobre la oxidacion lipidica

Conocida la relevancia de la oxidacion de las LDL a su forma oxidada
(LDLox) en las lesiones tempranas en el proceso de la aterosclerosis, la
inhibicién de su oxidacion por los polifenoles podria constituir una forma légica

de actuaciéon de los mismos (Witztum, 1994).

Estudios de intervencion han demostrado que los polifenoles del AOV
aumentan la resistencia de las particulas LDL a la oxidacidn de manera dosis
dependiente en voluntarios sanos (Nicolaiew y cols., 1998; Marrugat y cols.,
2004; Weinbrenner y cols., 2004; Covas y cols., 2006a; Covas y cols., 2006b;
Gimeno y cols., 2007; De la Torre-Carbot y cols., 2010) y en voluntarios con

problemas cardiovasculares (Ramirez-Tortosa y cols., 1999; Fité y cols., 2005).
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Como resultado de estas investigaciones, la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria  (EFSA) ha establecido una nueva declaracion
nutricional para los polifenoles del AOV, que considera que el consumo diario
de 5 mg de HTy y sus derivados en 20 g de AOV, tomado como parte de la
dieta, puede proteger a las LDL del estrés oxidativo, manteniendo la
concentracién de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y del colesterol en
sangre, la presion arterial y propiedades antiinflamatorias (EFSA, 2011, EC N°
1924/2006).

2.6.1.5. Efecto sobre el dano oxidativo al ADN

Cualquier alteracion oxidativa del ADN y ARN juega un papel esencial en
la patogenia de las principales enfermedades degenerativas y, en particular,
puede constituir el punto de partida para el desarrollo de cualquier tipo de

cdancer (Cooke y cols., 2003).

La evaluacion del efecto de los polifenoles sobre el dano oxidativo al ADN
constituye otro mecanismo de actuacion que pondria de manifiesto su
actividad antioxidante. Sin embargo, los resultados derivados de los estudios
de intervencion para valorar la implicacion de los polifenoles en la prevencion
de esta patologia son poco concluyentes. Por ejemplo, a partir de un
subgrupo de individuos participantes en el estudio EUROLIVE (Machowetz y
cols., 2007) se observd una relacion entre la ingesta de AOV durante 3
semanas por 182 voluntarios sanos y un descenso de 1o0s niveles urinarios del
biomarcador 8-oxo-deoxiguanosina (8-oxo-dG), aunque fue independiente del
contenido fendlico del aceite. Sin embargo, en un estudio previo realizado con
10 mujeres postmenopdusicas (Salvini y cols., 2006), se encontrd una
disminucion de un 30% del dano oxidativo al ADN, medido en linfocitos de
sangre periférica, tras el consumo durante 8 semanas de AOV rico en
polifenoles (592 mg/Kg), en comparacion con el grupo que consumié AOV

con menor contenido fendlico (147 mg/KQg).
2.6.1.6. Efecto sobre otros biomarcadores de oxidacion

Los biomarcadores de dano oxidativo se basan en la medida de
productos de oxidacion relativamente estables, que derivan del dano a

lipidos, proteinas y ADN. Asumiendo la relacion entre el estrés oxidativo y la
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mayoria de los procesos degenerativos, la monitorizacion de estos
biomarcadores permitird evaluar el efecto de los compuestos fendlicos sobre
una situacion normal o de estrés inducido (Mateos y Bravo, 2007). Entre ellos,
las niveles de LDLox, como biomarcador lipidico, y 8-oxo-dG, como
biomarcador de ADN, ya se han comentado en un epigrafe aparte por la
transcendencia que presentan en los procesos cardiovasculares vy
cancerigenos, respectivamente. Sin  embargo, son numerosos  los
biomarcadores que, habitualmente, se vienen utilizando para el desarrollo de
este tipo de estudios. F2-isoprostanos, lipoperdxidos (LPO) o malondialdehido
(MDA) como indicadores de dano a lipidos, 8-hidroxi-deoxiguanosina como
indicador de dano al ADN, o carbonilos como dano a proteinas, son los mds
utilizados. Ofros relacionados con el sistema de defensa antioxidante no
enzimatico (GSH, glutation oxidado (GSSG)) o enzimdtico (glutation
peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y glutation-S-transferasa) tambien
permiten evaluar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos.
Muchos de estos marcadores se han utilizado en un modelo de hipoxia-
reoxigenacion, que reproduce in vitro las condiciones fisioldgicas que
acontecen durante el desarrollo del ictus isquémico, para caracterizar
comparativamente el cardcter antioxidante del HTy y sus derivados lipofilicos
(Gonzdlez-Correa y cols., 2007; Gonzdlez-Correa y cols., 2008b, Guerrero y cols.,

2012; Munoz-Marin y cols., 2012).

Igualmente, los biomarcadores de oxidacion se toman como referencia
para ahondar en la potencia antioxidante de cualquier fitoquimico en estudios
de infervencion con humanos. Por ejemplo, Visioli y cols. (2000), cuando
administraron una Unica dosis de aceite rico en polifenoles a voluntarios sanos
observaron un descenso significativo dosis-dependiente de la excrecién de F2-
isoprostanos en orina. Posteriormente, en linea con estos resultados, un estudio
de intervencién aleatorizado y cruzado llevado a cabo con 21 voluntarios
hipercolesterolémicos que tomaron una Unica dosis de AOV rico en
compuestos fendlicos, dio lugar a un descenso significativo de los niveles de F2-
isoprotanos y LPO en comparacion con el consumo de aceite bajo en

compuestos fendlicos (Ruano y cols., 2005).
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Covas y cols. (2006b) han mostrado que la ingesta de un aceite rico en
compuestos fendlicos modula el balance entre el GSH y el GSSG de forma
dosis dependiente. Por ofro lado, Weinbrenner y cols. (2004) ofrecieron
evidencias sobre la influencia de los compuestos fendlicos en el estado
oxidativo/antioxidante en humanos al demostrar un incremento en la
actividad de la enzima glutation peroxidasa después de la administracion de
aceite de oliva rico en compuestos fendlicos, junto con un descenso en los
niveles de LPO, resultados totalmente coincidentes a aquellos publicados al

ano siguiente por Fitd y cols. (2005).

2.6.2. Actividad neuroprotectora

El estrés oxidativo y nitrosativo elevado puede poner en peligro la
integridad y la funcionalidad del tejido cerebral. Estudios epidemiolégicos
recientes indican que el consumo habitual del AOV estd asociado a una
reduccion de los riesgos implicados en enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con la edad, tales como el Alzheimer y el Parkinson (Scarmeas y
cols., 2006; Berr y cols., 2009). Por un lado, los resultados del estudio de las “Tres
Ciudades” (Berr y cols., 2009) reveld que los participantes con un consumo
moderado o alto de aceite de oliva, en comparacion con aquellos que no lo
consumian, mostraron una menor probabilidad de déficit cognitivo para la
fluidez verbal y memoria visual durante los 4 anos de seguimiento de 6.947
sujetos. Por otro lado, los resultados publicados por Scarmeas y cols. (2006) en
un estudio de seguimiento realizado con 2.258 sujetos, mostraron que una

mayor adherencia a la dieta mediterrdnea se asocia con una reducciéon en el

riesgo de padecer Alzheimer.

Recientemente, han proliferado hallazgos sobre los beneficios del HTy para
prevenir las enfermedades neuronales. En particular, en un estudio realizado
con ratas se ha demostrado que el HTy es capaz de atravesar la barrera
hematoencefdlica (BHE) (Wu y cols., 2009), evaluado en muestras de dializado
mediante cromatografia liquida con detector de fluorescencia en ratas

anestesiadas.
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Otros estudios en animales han mostrado la eficacia de un extracto rico en
HTy para reducir la citotoxicidad inducida por el 6xido nitrico (NO) en las
células de cerebro de ratén (Schaffer y cols., 2007). Resultados in vitro e in vivo
han identificado que las mitocondrias se encuentran entre las dianas de
prevencion del HTy en el cerebro (Hu y cols., 2014). Finalmente, se ha mostrado
el posible efecto neuroprotector del HTy, HTy-A y éteres de HTy en un modelo
de hipoxia-reoxigenacion en cortes de cerebro de rata, tanto in vifro como in
vivo. Los resultados indicaron la capacidad de estos compuestos para inhibir
de manera dosis dependiente el flujo de lactato deshidrogenasa (LDH),
proporcionando una base inicial para el estudio del HTy como un potencial
compuesto neuroprotector (Gonzdlez-Correa y cols., 2008a, Guerrero y cols.,
2012; Munoz-Marin y cols., 2012).

2.6.3. Actividad antiinflamatoria

La inflamacidén y sus consecuencias tienen un papel crucial en el desarrollo
de la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. Se ha demostrado que
los polifenoles disminuyen la produccién de marcadores inflamatorios, como el
leucotrieno B4, en varios sistemas (Biesalski, 2007). En un estudio in vitro con
macréfagos de  raton  estimulados con  lipopolisacdridos  (LPS) se ha
demostrado que el HTy inhibe la produccién de factores mediadores de la
inflamacion, como son el éxido nitrico (NO) y las citoquinas (Richard y cols.,
2011).

La administracién oral de HTy a ratas con una inflamacién en la pata,
inducida experimentalmente, produjo una reduccion significativa tanto del

grado de hinchazdén como del dolor (Gong vy cols., 2009).

Asimismo, también se han confirmado los beneficios del HTy sobre la
funcion plaquetaria, estrechamente relacionada con la inflamacion, al
demostrar que inhibe la induccién quimica de la agregacién, la acumulacion
del pro-agregante tromboxano (TxB2) en suero humano, la produccién de
moléculas pro-inflamatorias de leucotrienos y la actividad de la lipoxigenasa

araquidonato (Visioli y cols., 2002b, Gonzdlez-Correa y cols., 2008b, 2009).

32



2. Antecedentes

2.6.4. Capacidad cardioprotectora

También se ha vinculado el HTy con el aumento de la concentracién de
HDL (Covas y cols., 2006b). Aunque este efecto sobre HDL ha sido corroborado
en otros estudios, EFSA concluyd que las evidencias existentes eran insuficientes

para establecer una causa-efecto (EFSA, 2012).

El HTy ha demostrado ejercer un efecto beneficioso sobre la funcidn
plaguetaria, al reducir in vitro la expresion de moléculas de adhesion de
células vasculares (Carluccio y cols., 2007) o inhibir in vivo la agregacion
plaquetaria en ratas (Gonzdlez-Correa y cols., 2008a). También en estudios de
intervencion con humanos, se ha relacionado el contenido fendlico del aceite
de oliva rico en HTy y derivados con una disminucion significativa del inhibidor
del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1) y el factor VI (FVIla) asociados a
cambios en el perfil hemostatico postprandial, lo que lleva a un estado menos

trommgogénico (Ruano y cols., 2007).

Por Ultimo, el estudio clinico de intfervencion PREDIMED asocid una menor
incidencia de eventos cardiovasculares en personas que habian consumido
AQV rico en polifenoles en el marco de la dieta mediterrdnea, asi como una
mejora en la capacidad cognitiva de pacientes ancianos con factores de
riesgo cardiovascular (Valls-Pedret y cols., 2012; Estruch y cols., 2013; Martinez-

Lapiscina y cols., 2013).

2.6.5. Prevencion de la osteoporosis

El HTy puede tener un papel importante en la formacion y mantenimiento
de los huesos, y podria ser utilizado como un recurso efectivo en el fratamiento
de los sinfomas de la osteoporosis, ya que se ha descrito su capacidad para
estimular la deposicidn de calcio e inhibir la formacion de osteoclastos
multinucleados de una manera dosis-dependiente. Ademds, el HTy también
suprime la pérdida de masa dsea del hueso esponjoso en fémures de ratas

ovariectomizadas (Hagiwara y cols., 2011).
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2.6.6. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del HTy y otros fenoles del olivo ha sido
estudiada in vitro contra hongos, bacterias, virus y protozoos (Bisignano y cols.,
1999; Zoric, 2013).

La investigacion sobre la actividad in vifro antibacteriana del HTy concluye
que este compuesto puede ser considerado como un agente antimicrobiano
para el fratamiento de infecciones humanas causadas por cepas bacterianas

o0 agentes casuales del tfracto intestinal o respiratorio (Furneri y cols., 2004).

Otros estudios in vifro demuestran que los polifenoles del aceite de oliva
son poderosos compuestos anti Helicobacter pylori (Romero y cols., 2007), una
bacteria vinculada a la mayoria de Ulceras pépticas y a algunos tipos de

cdncer gastrico.

Por otra parte, tanto el HTy como la oleuropeina han sido identificados
como una clase Unica de inhibidores que impiden la entrada del virus de la
inmunodeficiencia humana en la célula huésped, inhibiendo la actividad de la
integrasa VIH-1. Por lo tanto, estos agentes proporcionan una ventaja sobre
otras terapias antivirales en el que, tanto la entrada del virus como la
integracion, se inhiben (Lee-Huang y cols., 2007a, 2007b, 2009). El HTy y sus
derivados también son Utiles, cuando se aplican tdépicamente, como
microbicidas para prevenir la infeccion por el virus, asi como ofras
enfermedades de fransmisidon sexual causada por hongos, bacterias o virus
(GOmez-Acebo y cols., 2011). Ademds, se ha descrito que el HTy inactiva el
virus de la gripe A, lo que sugiere que el mecanismo del efecto antiviral del HTy

podria requerir la presencia de una envoltura viral (Yamada y cols., 2009).

2.6.7. Actividad anticancerosa

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la relacidon entre el
consumo de aceite de oliva y la prevencién del cdncer (Pérez-Jiménez y cols.,
2005). Los compuestos antioxidantes suministrados mediante la dieta pueden

disminuir el riesgo de padecer cdncer debido al hecho de que pueden reducir
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al minimo el dano sobre el ADN, la peroxidacion de lipidos y la cantidad de

EROs generadas (Manna y cols., 2005; Hillestrom y cols., 2006; Omar, 2010).

Existen mds de 20 patentes y 38 articulos de revision que tratan la relaciéon
entre el propio HTy y el cdncer (véase por ej.; Carrera-Gonzdlez y cols., 2013;
Hu y cols., 2014). Asi, se ha publicado que el HTy puede ejercer un efecto pro-
apoptético mediante la modulacion de la expresidon de genes implicados en
la proliferacion de células tumorales de promielocitos (células HL60) (Fabiani y
cols., 2006, 2008, 2009, 2011) vy, por otra parte, se ha demostrado que inhibe la
proliferacién de células MCF-7 de cdncer de mama (Siriani y cols., 2010;
Bouallagui y cols., 2011; Bulotta y cols., 2011), células HT29 de carcinoma de
colon (Guichard y cols., 2006), células de melanoma M14 (D'Angelo y cols.,

2005) y células de préstata PC3 humanas (Quiles y cols., 2002).

2.6.8. Actividad antidiabética

El estrés oxidativo juega un papel importante en la patogenia de la
resistencia a la insulina y se ha planteado la hipdtesis de que los antioxidantes
de la dieta podrian disminuir el riesgo de padecer diabetes. Asi, estudios
observacionales de ftipo prospectivo y de intervencién apoyan la relacién
inversa entre la dieta mediterrdnea vy la resistencia a la insulina (Pauwels y cols.,
2009).

Mediante estudios in vivo se evalud el efecto de extractos ricos en HTy y
oleuropeina administrados durante 4 semanas a ratas con diabetes inducida
con alloxan. Los resultados confirmaron la capacidad de estos polifenoles para
inhibir el estrés oxidativo (Jemai y cols., 2009). En otro estudio con animales de
experimentacion se demostré la capacidad hipoglucémica del HTy al reducir
los niveles de glucosa en plasma de ratas diabéticas un 55% (Hamden y cols.
2009) y proteger las células pancredticas frente al dano oxidativo evaluado
mediante andlisis histolégico de los tejidos, mejorando asi la secrecion de
insulina. En linea con estos resultados, el mismo grupo confimd la accidn
inhibitoria del HTy sobre la toxicidad pancredtica al observar un aumento en la
actividad de las enzimas antioxidantes y disminucion de los niveles de

sustancias reactivas al dcido tiobarbitdrico (TBARS) y de LDH en el pdncreas de
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ratas diabéticas que ingirieron extractos de HTy durante dos meses (Hamden y
cols., 2010).

Del mismo modo, los polifenoles presentes en extracto de hoja de olivo,
oleuropeina e HTy como compuestos mayoritarios, revirtieron la inflamacion
crénica y el estrés oxidativo causantes de los sinftomas cardiovasculares,
hepdticos y metabdlicos en un modelo de ratas obesas con diabetes inducida
por la dieta, sin modificar la presion arterial (Poudyal y cols., 2010). Ofros
estudios basados en un fratamiento cronico mediante administracion oral de
HTy a ratas diabéticas mejoraron el efecto de la aspirina sobre la retinopatia
diabética (De La Cruz y cols., 2010).

Todos estos resultados sugieren que los fenoles del aceite de oliva podrian

prevenir las complicaciones de la diabetes asociadas con el estrés oxidativo.

2.7. Estrés oxidativo e ictus isquémico

Los RLs se relacionan directamente con mudltiples entidades
fisiopatoldgicas, ya que un desequilibrio en los sistemas redox infracelulares es

algo tan frecuente como la propia existencia de la bioquimica humana.

Posiblemente, el proceso de isquemia-reperfusion ftisular sea el mds
directamente relacionado con la produccién de RLs y el mds estudiado en la
bibliografia cientifica, también debido a que la patologia vinculada a la
isquemia-reperfusidon presenta una alta prevalencia e incidencia en el mundo
occidental. Tan sdélo basta recordar que los procesos coronarios o los
accidentes cerebrovasculares constituyen dos tercios de las muertes de origen

cardiovascular en los paises industrializados.

En la isquemia cerebral se produce un ostensible incremento de la
produccién de RLs, actuando éstos de forma lesiva sobre el tejido cerebral a
través de diversos mecanismos biogquimicos, ya sea de forma directa,
reaccionando con lipidos, proteinas o dcido nucleicos, o de forma indirecta, a
través de un estimulo potente de la expresion vy liberacion de citocinas

inflamatorias, tales como la interleucina 1B, factor de necrosis tumoral, etc.
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(Chen vy cols., 2011; Haddad, 2003). Los RLs participan ademds en otras vias de
dano celular postisquémico (Montaner, 2007), como es la disfuncién
mitocondrial, el estimulo de vias apoptdticas y la interrelaciéon con la
produccidon de oxido nitrico y posterior formacidén de peroxinitritos, lo cual
amplifica la via oxidativa de dano celular cerebral (Chen 'y cols., 2011; Kamat y
cols., 2008).

Durante el proceso de hipoxia/isquemia se produce una disminucion del
flujo sanguineo cerebral por debajo de 55-60 mL/100 g de tejido/min,
originando una rdpida disminucién energética, alterando la funcién cerebral y
desencadenando una compleja cascada de alteraciones bioquimicas (ver
Esquema 2.12) que condicionan la muerte celular (Deseano-Estudillo y cols.,
2003). Asi, por diferentes mecanismos, se produce un aumento en la liberacién
de RLs. En situaciones de déficit de oxigeno, el idn superdxido es producido por
la microglia activada, el dcido araquiddnico es liberado desde la membrana
celular por la fosfolipasa A2 y se producen, colateralmente, hidroperdxidos
lipidicos y radicales libres. En estas circunstancias, tiene también lugar la
entrada masiva de Ca?* como consecuencia de la despolarizacion de
membrana, pudiéndose convertir la xantina deshidrogenasa en oxidasa, para
utilizar oxigeno como receptor de electrones y liberar también el i6n

superdxido.

También se han descrito fuente de RLs como la propia éxido nitrico sintasa
(NOS) que, en concentraciones suboptimas de L-arginina, puede producir el
superdoxido y el peroxido de hidrogeno. Por Ultimo, se admite que la
disminucion de la actividad citocromo C oxidasa de la cadena respiratoria
mitocondrial producida tras la isqguemia, puede llevar a la liberacion de RLs.
Para todos estos procesos es necesaria la presencia de oxigeno, lo cual nos
leva a pensar que estos fendmenos se producirian a partir del periodo de

reperfusion/reoxigenacion en el tejido danado.
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Esquema 2.12
Bioquimica del proceso de isquemia-reoxigenacion (Ruiz, 2013)

Sea de una forma u otra, el estrés oxidativo (desbalance entre produccion
de RLs y defensa antioxidante tisular) juega un papel fundamental en el
proceso de muerte neuronal en la isquemia cerebral. Todas estas evidencias
han sido la base para postular la posible utilizacion de compuestos
anfioxidantes en la prevencidon del dano celular postisquémico cerebral
(Kamat y cols., 2008; Chen y cols., 2011; Albarracin y cols., 2012). En modelos
animales de isquemia-reperfusion cerebral se ha estudiado el posible efecto
neuroprotector de algunos antioxidantes cldsicos, tales como la vitamina E
(Villalobos y cols., 1994; Gonzdlez-Correa y cols., 2006), donadores de glutation
como la S-adenosil-L-metionina (Villalobos y cols., 2000; De La Cruz y cols.,
2002) o la N-acetil-cisteina (Pawlas, 2009), alopurinol (Ansari y cols., 2013),
melatonina (Ozyener y cols., 2012) y diversos compuestos exiraidos de las
plantas (Albarracin y cols., 2012). En este sentido, fambién se ha estudiado la
alimentacion como base de antioxidantes con posible efecto neuroprotector,
fundamentalmente, los polifenoles de frutas, como es el caso del resveratrol
(Prabhakar, 2013) y, fundamentalmente, el AOV como tal (Gonzdlez-Correa y
cols., 2007; Mohagheghi y cols., 2010) y sus componentes polifendlicos
(Schaffer y cols., 2007; Gonzdlez-Correa y cols., 2008a,b). Asimismo, se ha
demostrado el efecto neuroprotector de diversos derivados de HTy, como son

los éteres derivados (Guerrero y cols., 2012; Munoz-Marin y cols., 2012).
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Todos estos estudios experimentales han dado sus frutos en el reciente
ensayo PREDIMED (ver apartado 2.6.4) en el cual se demuestra una reduccion
de los accidentes cardiovasculares, entre los que se incluye el ictus cerebral
(Estruch y cols., 2013). En este estudio se han analizado diversas variantes del
ensayo principal, enconfrando una relacién con la disminucion del estrés
oxidativo y marcadores inflamatorios causados por la suplementacion con
AQV (Urpi-Sarda y cols., 2012; Zamora-Ros y cols., 2013).

2.8. Estrés oxidativo y enfermedad de Parkinson

El estado de estrés oxidativo juega igualmente un papel crucial en la
fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas, tales como: Alzheimer,
Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (Mariani y cols., 2005,
Hayashi, 2009). En todas estas condiciones se ha observado un incremento de
marcadores de dano oxidativo, los cuales involucran oxidacion de proteinas,
lipidos, ADN e incluso de ARN. Una gran cantidad de evidencias indican que el
incremento en la generacion de EROs, un déficit en las defensas antfioxidantes,
asi como la disminucién en la eficiencia de los mecanismos de reparacion del
ADN, la protedilisis y la pérdida de regulacion del sistema inmune, son factores
que contribuyen primariamente al aumento de estrés oxidativo y conducen all
dano cerebral progresivo (Mariani y cols., 2005; Zhou y cols., 2008, Hayashi,
2009).

Los mecanismos de éxido-reduccidon desempenan un papel importante en
la fisiopatologia de la célula, y abarcan desde renovacién de membranas,
fendmenos pldsticos celulares, supervivencia de células en sistema nervioso
durante etapas embrionarias, mitosis, migracion celular, sintesis y liberacion de
hormonas, aumento en la franscripcidn de citoquiinas durante procesos
inflamatorios, participacion en senalizacion celular y mecanismos de segundos
mensajeros (Smythies, 2000). Los RLs y las EROs son normalmente generados por
el metabolismo celular para la obtencién de energia (McCord, 2000; Halliwell y
Gutteridge, 2007). Los sistemas antioxidantes eliminan las EROs para mantener
un equilibrio de o&xido-reduccién en el organismo. En un estado de estrés

oxidativo, se presenta un exceso de prooxidantes que no puede ser
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contfrarrestado  por los sistemas antioxidantes enddgenos. Numerosas
evidencias cientificas indican que, el incremento en la generacién de EROs y
un déficit en las defensas antfioxidantes (Olanow y Arendash, 1994), asi como la
disminucion en la eficiencia de los mecanismos de reparacion del ADN vy la
protedlisis, ademds de pérdida de regulacion del sistema inmune, son factores
gue contribuyen, fundamentalmente, al aumento de estrés oxidativo y llevan a

dano cerebral progresivo.

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por una disminucion de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y la concomitante pérdida de
terminales nerviosos dopaminérgicos en el nicleo caudado-putamen, que es
el drea principal de proyeccion de las neuronas de la sustancia negra. En los
Ultimos anos, se han aportado nuevos conocimientos acerca de los
mecanismos de neurodegeneracion presentes en la EP. Las deficiencias en la
funcidon mitocondrial, el incremento del estrés oxidativo, apoptosis,
excitotoxicidad e inflamacién son parte de los procesos que eventualmente
resultan en neurodegeneracion (Dauer y Przedborski, 2003; Youdim vy

Buccafusco, 2005).

2.8.1. Estrés oxidativo mediado por hierro en la sustancia negra

Existen cantfidades altas de hierro ligadas al estrés oxidativo en la EP
(Friedman y Galazka-Friedman, 2012). El incremento del hierro total no
necesariamente implica un estado de estrés oxidativo, siempre y cuando
existan proteinas que almacenan el hierro en su forma inerte, tales como la
ferritina. La entrada y liberacion de hierro por la ferritina ocurre cuando el
hierro cambia a un estado mds activo y participa en la reaccion de Fenton
para generar el radical hidroxilo. Algunos estudios han mostrado que el hierro
se acumula en los astrocitos de la sustancia negra de ratas viejas, al mismo
tiempo que existe un incremento en la tasa de Fe(lll)/Fe(ll) y una disminucién
de glutation (Sayre y cols., 2001; Smeyne y Smeyne, 2013). Una interpretacion
es que el secuestro por la mitocondria del Fe(ll) en la astroglia de la sustancia
negra, durante el envejecimiento, puede ser un factor que predispone el

cerebro senescente a la EP (Sayre y cols., 2001).
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Ademds, existen evidencias de que la pérdida intracelular del balance
redox resulta en una oxidacion aberrante de dopamina en 6-hidroxidopaminag,
la cual, a su vez puede sufrir una auto-oxidacion para formar quinonas v,
simultdneamente, generar superdxido. Esta reaccion en cascada, ya sea por si
misma, o amplificada por la generacién de EROs, puede explicar la pérdida

neuronal como resultado final (Angoa-Pérez y Rivas-Arancibia, 2007).

Ademds del hierro, la actividad de la monoamina oxidasa (MAO), enzima
que participa en la ruta de la degradacion de la dopamina (DA), también se
ve incrementada en la EP. Ambos fendmenos estdn asociados con auto-
oxidacién de la DA y su desaminacidén por la MAO, lo cual resulta en la
generacion de EROs y RLs que promueven el inicio de estrés oxidativo para
inducir neurodegeneracion. Algunos autores han mostrado que los agentes
quelantes de hierro, asi como los inhibidores de la MAQO, resultan protectores
en algunos modelos de EP inducidos con la é-hidroxidopamina y 1-metil-4-fenil-
1.2,3,6-tetrahidropiridina (Youdim y cols., 2004; Youdim y Buccafusco, 2005; Gal
y cols., 2006).

2.9. Nitrocatecoles y tratamiento de la enfermedad de Parkinson

El fratamiento sinfomdtico cldsico del Parkinson se ha cenfrado en
recuperar los niveles de DA (45) (Esquema 2.13) a nivel cerebral y ha constado

de varias etapas a lo largo de los anos:

1) Inicialmente se describieron efectos antiparkinsonianos destacables con
la administracién prolongada de la 3,4-dihidroxifenil-L-alanina  (L-DOPA o
levodopa, 46), un precursor de la dopamina (Cotzias, 1967). La L-DOPA se
descarboxila por accidn de la enzima L-aminodcido aromdtico descarboxilasa

(AAD) a nivel cerebral produciendo dopamina (45).

HO NH2 HO NH>
HO HO
(45) (46)

Esquema 2.13
Estructuras quimicas de dopamina (45) y levodopa (46)
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Un problema grave asociado inicialmente a esta terapia fue la dosis
elevada (varios gramos) necesaria de levodopa (Barbeuau, 1969), por la
rédpida descarboxilacion que sufria a nivel periférico, antes de poder atravesar
la barrera hematoencefdlica, que limitaba su biodisponibilidad a nivel cerebral
(1%).

2) La eficacia del tratamiento con levodopa se mejoré usando una
combinacion de ésta con un inhibidor de la AAD periférica (Cotzias, 1969). La
mezcla de ambos compuestos incrementd su biodisponibilidad, disminuyendo
la dosis hasta el 70% (Papavasiliou, 1972) asi como los graves efectos

secundarios a nivel periférico inducidos por la levodopa.

3) Incluso con la mezcla de levodopa vy el inhibidor de la AAD periférica la
biodisponibilidad seguia siendo muy pequena, al alcanzar el cerebro sélo el 5-
10% de levodopa por existir otras vias de metabolizacién. Entre éstas, destaca
fundamentalmente la O-metilacion mediada por la enzima catecol-O-
metilfransferasa (COMT), con produccion de 3-O-metildopa, metabolito
inactivo y que, ademds, compite con la L-DOPA por el sistema de transporte
activo a través de la barrera hematoencefdlica (Gomes, 1999). Ademds, la
COMT estd implicada en el catabolismo de la propia dopamina, catalizando
la transferencia de un grupo metilo desde su cofactor S-adenosil-L-metionina

(SAM) a los sustratos que contienen la unidad catecol (Axelrod y cols, 1958).

No es de extranar por tanto que la inhibicién de la actividad de la COMT
se haya convertido en un nuevo objetivo en el tfratamiento de la EP y que se
esté dedicando un gran esfuerzo investigador en el desarrollo de inhibidores
de la COMT para su utilizacidon en una terapia combinada junto a L-DOPA y un
inhibidor de la AAD (Bonifacio, 2007).

2.9.1. Nitrocatecoles como inhibidores de la COMT

De hecho, dos companias farmacéuticas, Hoffman LaRoche y Orion
Pharma, comenzaron en los anos 80, de forma independiente, a desarrollar
estos inhibidores para su uso clinico. Se ensayaron miles de compuestos

(M&nnistd, 1988; Borgulya, 1989) vy, a finales de los anos 90, registraron e
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introdujeron en el mercado dos nuevos inhibidores de la COMT: tolcapona (47)
(Hoffman LaRoche) y entacapona (48) (Orion Pharma) (Gordin, 2004)
(Esguema 2.14). Ambos compuestos tienen un rasgo estructural comun:
presentan una unidad de nitrocatecol en su estructura, el cual, ha mostrado
ser esencial para su actividad. Asi, se ha demostrado que, mediante la
utilizacién de un inhibidor de la COMT, se aumenta la biodisponibilidad de la L-
DOPA hasta en un 60% (Sedek, 1997).

o o)
HO HO
X N~ > CH,
on L
HO CHs HO CHa
NO-, NO,

47 48
Tolcapona Entacapona

Esquema 2.14
Estructuras quimicas de tolcapona (47) y entacapona (48)

Farmacoldgicamente, la tolcapona se diferencia de la entacapona en
que la primera presenta una actividad inhibidora de la COMT indiscriminada,
tanto central como periférica, mientras que la entacapona es un inhibidor
periférico selectivo. En ambas moléculas, el grupo nitro actUa estabilizando el
complejo formado por la enzima y el inhibidor, ademds de reducir el cardcter
nucledfilo del grupo hidroxilo del catecol susceptible a la metilacidon (Mannistd
y Kaakkola, 1999).

Aunque ambos compuestos se han hecho un sdélido hueco en la clinica
para el tratamiento adyuvante con L-DOPA, la tolcapona se asocid a
hepatotoxicidad (Assal y cols., 1998; Colissimo y cols., 1999). Habida cuenta de
las limitaciones de este compuesto en su uso clinico, fue de especial interés
demostrar la seguridad de la entacapona. Aungque no mostrd actividad
citotdéxica, su baja lipofilia dificulta su paso a través de membranas (Forsberg y
cols., 2005). Por ofra parte, la entacapona presenta una baja vida media in
vivo (Keranen y cols., 1994), lo que supone tratamientos en los pacientes con
dosis altas y repetidas. Asimismo, la eficacia clinica de este compuesto ha sido
recientemente cuestionada (Parashos y cols., 2004), siendo este aspecto

decisivo para el cese de su utilizacion en la clinica.
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Por ello, numerosas investigaciones han concentrado su interés en obtener
nuevos inhibidores de la COMT con perfil y vida media adecuados (B&ckstrom
y cols., 2002; Pystynen y cols., 2002; Learmonth y cols., 2005; Learmonth y cols.,
2007; Ahlamark y cols., 2007; Kiss y cols., 2010). Asi, Learmonth y cols., (2005)
sintetizaron una serie de compuestos con estructuras andlogas a las anteriores.
Estos compuestos nombrados BIA 3-202 (Learmonth y cols., 2002) y BIA 3-335
(Learmonth y cols, 2004) han resultado ser potentes inhibidores de larga
duracion y altamente selectivos de la actividad COMT periférica (Learmonth y
cols., 2004). Ademds, a través de estudios de relacion estructura-actividad
(REA) y modelizacién molecular han evidenciado la gran influencia vy
selectividad que la longitud de la cadena lateral puede ejercer sobre la
actividad de la enzima. De esta forma, concluyen que, aungue la unidad
nifrocatecol es la responsable del anclaje del inhibidor al sitio activo de la
enzima, se deben considerar las posibles influencias de la cadena lateral, ya
que éstas podrian modular las propiedades fisicoquimicas y, en definitiva, la

actividad de la molécula (Nissinen, 2010).
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3. Objetivos

En base a los antecedentes descritos con anterioridad sobre el HTy y sus
derivados y teniendo en cuenta la actividad inhibidora de la COMT asociada
a diversos nitrocatecoles en uso hoy dia en la terapia combinada para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP), se planted la sintesis de
nitrocompuestos derivados de HTy, obtenido a partir de los residuos de la
industria olivarera, con el fin de valorar su potencial terapéutico contra

enfermedades neurodegenerativas.

Por ello, el objetivo global de este trabajo de investigacion ha consistido en
la preparacion de nuevos compuestos lipofilicos nitroderivados de HTy y la
evaluacion de su capacidad antioxidante in vifro, biodisponibilidad,
metabolismo y actividad neuroprotectora en modelos experimentales de dano
cerebral y enfermedad de Parkinson. Este objetivo general se concreta en los

siguientes objetivos especificos:

1. Preparacion de nuevos ésteres y éteres lipofilicos nitroderivados de HTy y

determinacidén estructural de los mismos.

2. Evaluacién de la capacidad antioxidante in vitro de los ésteres y éteres

nitroderivados de HTy sintetizados.

3. Estudio de la biodisponibiidad y metabolismo de nitrohidroxitirosol
(NO2HTy), acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A) y etil éter de
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E) en lineas celulares Caco-2 y HepG2, como

modelos de absorcion intestinal y hepdtica humano, respectivamente.

4. Evaluaciéon de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de NO2HTy,

NO2HTy-A y NO2HTy-E en modelos experimentales de dano cerebral.

5. Estudio preclinico de la capacidad inhibidora de NO2HTy, NO2HTy-A y
NO2HTy- E sobre la actividad de la enzima COMT.
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4. MATERIALES Y METODOS



VOVIVYW 30
avaisy¥3aAINn

eolypjual) ugioeBinaIg

K sauoioealigng ~
ew ‘



4. Maternales y Métodos

4.1.1. Aparatos y procedimientos analiticos generales utilizados
Los instrumentos utilizados han sido los siguientes:
e Liofilizador Virtis Mod. BT 4K ZL.

e Equipos para la determinacion del punto de fusion, Gallenkamp y SMP10

Melting Point.

e Espectrofotbmetro de resonancia magnética nuclear (RMN) Bruker
Avance-500 operando a 500,13 MHz ('H) y 125,75 MHz (13C). Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millén (ppm)
con las senales residuales del disolvente a 2,49 ppm ('H) y 39,5 ppm ('3C)
en el caso de dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds) como
referencias. Los espectros se han registrado a 303K y se han obtenido
tanto espectros monodimensionales ('H, 3C) como bidimensionales
(COSY, NOESY, HSQC, HMBC) para la asignacion de las senales

observadas.

e Espectrometro de masas (EM) Micromass AUTOSPECQ, de baja y alta
resolucion equipado con fuente de ionizacién quimica (Cl) o ionizacion
mediante bombardeo con d&tomos acelerados (FAB), para la

determinacién de los pesos moleculares y férmulas moleculares.

e Cromatografia en capa fina (ccf): esta técnica se ha utilizado como
método analitico cudalitativo, empleando cromatofolios de aluminio
(Merck, 60 F2s4) de un espesor de capa de 0,20 mm. Los reveladores
usados fueron: luz ultravioleta de 254 nm y una disolucién etandlica de
dcido fosfomolibdico. En este Ultimo caso el revelado se ha realizado
por inmersion de la placa en el revelador y posterior calentamiento en

placa calefactora durante 1-2 minutos.

e Cromatografia en columna: este procedimiento se ha utilizado con fines
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preparativos. El soporte empleado ha sido gel de silice 60 (Merck)
usando la técnica conocida como “flash chromatography”. El eluyente
empleado se indica en cada caso. Las fracciones colectadas se

analizaron por ccf.

4.1.2. Sustancias comerciales empleadas
Las sustancias comerciales usadas han sido Ias siguientes:

e Acetato de efilo (Panreac)

e Acetona (Sigma-Aldrich)

e Acido clorhidrico (Panreac)

e Acido fosfomolibdico (Fluka)

e Acido p-toluenosulfonico (pTsOH) (Sigma)
e Bromuro de bencilo (Fluka)

e Butanoato de metilo (Aldrich)

o Carbonato de potasio (Aldrich)

e Decanoato de metilo (Aldrich)

e Dimetil sulféxido (DMSO) (Panreac)

e Dimetil sulfoxido hexadeuterado (DMSO-ds) (Aldrich)
¢ Hexanoato de metilo (Aldrich)

e Hidréxido de potasio (Flukal)

e Laurato de metilo (Aldrich)

e Miristato de metilo (Aldrich)

¢ Nitrito de sodio (Riedel-de Haén)

e Octanoato de metilo (Aldrich)

e Paladio sobre carbén (C-Pd) (Aldrich)
¢ Palmitato de metilo (Aldrich)

¢ Sulfato de sodio anhidro (Panreac)

e Tetrahidrofurano (THF) (Scharlau)

e Yoduros de metilo, etilo, butilo, hexilo y octilo (Sigma-Aldrich)
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4.1.3. Aislamiento y purificacién de hidroxitirosol (HTy) a partir de alperujo

HO oH El aislamiento del HTy (2) a partir de los residuos derivados

D/\/ de las aguas residuales procedentes del prensado de las
HO aceitunas ha sido realizado mediante un procedimiento
patentado por Ferndndez-Bolanos vy cols. (2005). Brevemente, este

procedimiento consiste en:

1) Un tratamiento previo del alperujo al vapor, por inyeccion de vapor de
agua a presidon durante un corto periodo de fiempo. De esta forma se
consigue la solubilizacion del HTy y de otros muchos compuestos solubles en

agua presentes en el alperujo.

2) Un sistema cromatogrdfico en dos fases, utilizindose en la primera
columna una resina de intercambio idnico en ciertas condiciones, que permite
la purificacion parcial del HTy sin que éste sufra alteracion alguna, tras su
elucion simplemente con agua, obteniéndose una disolucidn que contiene al
menos el 85% del HTy contenido en la disolucion infroducida en la columna. La
segunda columna se realiza utilizando una resina adsorbente polimérica XAD
que permite la purificacion total del HTy procedente de la etapa anterior, tras
eluir con una mezcla de metanol o etanol/agua (30:70), obteniéndose una
disolucion que contiene al menos el 75% del HTy contenido en la fuente de HTy

infroducida en la primera etapa.

La disolucidon hidroalcohdlica asi obtenida fue amablemente suministrada
por el grupo del Dr. Ferndndez-Bolanos con una pureza de entre el 85 y 96%.

Para su posterior purificacion se procedié segun se describe a continuacion:

Se liofilizd hasta sequedad empledndose para ello un equipo liofilizador
Virtis y obteniéndose un residuo crudo con 3,5 g de HTy por litro. Este residuo
crudo se cromatografié en columna usando como eluyente una mezcla de t-
butiimetil éter/hexano (inicialmente 1:1 y después 2:1) para rendir el HTy

completamente puro.
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4.1.4. Reaccioén de nitracion. Procedimiento general

HO OH La sintesis de nitrohidroxitirosol (49) se llevd a cabo segun el
Ij\/ procedimiento sintético descrito por Napolitano y cols.
"o i (2004), con algunas modificaciones. 154 mg de HTy (2, 1
mmol) se adicionaron a 200 mL de tampdn acetato 0,1 M (pH 3,8) seguido de
138 mg de nitrito de sodio (2 mmol). Tras 30 minutos de agitacién a
temperatura ambiente, la mezcla fue extraida con acetato de etilo (6 x 50 mL)
y el residuo orgdnico secado con sulfato de sodio anhidro y llevado a
sequedad hasta lograr un producto amairillo (180 mg). El residuo resultante fue
purificado por columna cromatogrdfica (acetato de etilo/hexano 3:1)
obteniéndose 160,2 mg de nitrohidroxifirosol puro (49) como un sélido amarillo
con rendimiento medio del 80,5%. P.f.: 197°C (desc.); 'TH-RMN (500 MHz, DMSO-
d¢) 6 ppm 10,05 (bs, 2H, OH's fendlicos), 7,43 (s, 1H, H7), 6,75 (s, 1H, H4), 4,65 (bs,
1H, OH alcohdlico), 3,56 (1, J=6,8 Hz, 2H, Hi1), 2,90 (1, 2H, H2); 3C-RMN (125 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 150,92 (Cs), 143,7 (Ce¢), 139.7 (Cs), 127,8 (Cs), 118,5 (C4), 112,0
(C7), 61,0 (Ci), 36,0 (C2); MS-HR (Cl), m/z calculado para CgHioNOs [M+H]*
200,0559. Encontrado: 200,0566 (3,5 ppm).

4.1.5. Sintesis de las nuevas sustancias
4.1.5.1. Obtencion de ésteres de nitrohidroxitirosilo. Procedimiento general

Una mezcla de nitrohidroxitirosol (49, 199 mg., 1 mmol) en el
correspondiente metil o etil éster (acetato, butanoato, hexanoato, octanoato,
decanoato, laurato, miristato o palmitato) (8 mL) y THF (8 mL) en presencia de
dcido p-toluenosulfonico (10 mg) se calentd a 60-65°C durante el fiempo
necesario (24-60h), hasta completar la reaccion segin la confirmacion del
andlisis por ccf. El disolvente fue evaporado y el residuo resultante fue
purificado por columna cromatogrdfica (hexano/éter dietilico en diversas
proporciones) obteniéndose el correspondiente derivado acilico de

nitrohidroxifirosol puro.
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4.1.5.2. Sintesis de los éteres alquilicos de nitrohidroxitirosilo

Los éteres de HTy, sustratos necesarios para la posterior infroduccion del
grupo nitro, se han obtenido mediante un esquema sintético conocido

(Madrona y cols., 2009), que implica tres etapas:
4.1.5.2.1. Proteccidén de los OH fendlicos. Reaccidn de dibencilaciéon de HTy

BnO on Una disolucién de HTy (2, 154 mg, 1T mmol) en acefona

seca (20 mL) se hizo reaccionar con bromuro de bencilo
BnO (2,2 mmoles) en presencia de carbonato potdsico (2
mmoles) a reflujo durante 24 horas. La suspension obtenida se filtrd, evapord y
el producto obtenido se purificé mediante cromatografia en columna de gel
de silice utilizando como eluyente una mezcla de t-butimetil éter/hexano 1:2.
Se obfuvo el derivado dibencilado de HTy puro (26) como un sdlido blanco
con rendimiento medio del 67%. P.f.: 55-57°C. Los datos espectroscdpicos estdn

de acuerdo con los recogidos en la bibliografia (Hamada y cols., 1985).
4.1.5.2.2. Reaccion de alquilacion

Una disolucion del dibencil derivado de HTy (26, 334 mg, 1 mmol) en DMSO
(15 mL) se hizo reaccionar con el ioduro de alquilo correspondiente (3 mmoles)
en presencia de hidroxido de potasio recién pulverizado (336 mg, 6 mmoles).
La mezcla se mantuvo en agitacidon magnética a temperatura ambiente
durante el tiempo necesario (aproximadamente 4 horas) confirmando que la
reaccion transcurrid completamente mediante ccf. La mezcla de reaccidn se
procesd de la siguiente forma: se aciduldé con disolucion 3M de HCI (25 mL), y
se extrajo con cloroformo (3 x 25 mL). Los extractos orgdnicos recolectados se
lavaron con una disoluciéon al 2% de hidrégeno sulfito sédico (2 x 25 mL) y agua
destilada (25 mL). Finalmente, se secaron, filtraron y evaporaron. El producto
final fue purificado en cada caso mediante cromatografia en columna. De

esta forma se prepararon los compuestos (27-31) (Madrona y cols., 2009).
4.1.5.2.3. Reaccidn de hidrogenolisis

El correspondiente éter protegido (27-31, Tmmol) se disolvi6 en THF
destilado (20 mL) y se anadid un 10% (p/p) de carbdédn-paladio (C-Pd) como

catalizador. La mezcla se hidrogend a una presion de 4 bar con agitacion

&
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magnética a temperatura ambiente durante 24 horas. El final de la reaccion se
confirmd mediante ccf. Se filtré y lavd el catalizador a través de celita, se
evapord el disolvente a vacio y el producto obtenido se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice. De acuerdo a este procedimiento
se obtuvieron finalmente los diferentes éteres de hidroxitirosilo (36-40) (Madrona

y cols., 2009), sustratos necesarios para la etapa final de nitracion.
4.1.5.2.4. Reaccidn de nitracidon de los éteres de hidroxitirosilo

La nitracion de los éteres de HITy fue llevada a cabo siguiendo el

procedimiento general de nitracién descrito en el apartado 4.1.4.

La capacidad antioxidante de todos los compuestos fendlicos puros en
disoluciéon sintetizados (serie acilica y alquilica) se determind mediante los
métodos FRAP, ABTS y ORAC.

4.2.1. Capacidad reductora (Método FRAP)

El ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se empled para medir
la capacidad reductora de los compuestos fendlicos por espectrofotometria
mediante el método de Benzie y Strain (Benzie y Strain, 1996) con algunas
modificaciones (Pulido y cols., 2000). Este método se basa en el aumento de la
absorbancia del complejo tripiridiltriazina TPTZ-Fe (lll) en presencia de agentes
anfioxidantes. A pH bajo, el complejo formado por (TPTZ) y Fe (lll) es reducido
por los antioxidantes a su forma ferrosa Fe (Il), desarrollando un intenso color

azul con una absorcién mdxima a 595 nm (pH 3,6; 37°C).

Se prepararon concentraciones conocidas de anfioxidante ufilizando
como disolvente metanol. En la cubeta del espectrofotometro se mezclaron
900 uL de reactivo FRAP con 90 uL de agua destilada y 30 ul de muestra. El
reactivo FRAP que se prepard diariamente, contenia 25 mL de tampdn
acetato 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ 10 mM en HCI 40 mM y 2,5 mL de

tricloruro de hierro hexahidratado 20 mM. Se leyeron las absorbancias durante
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32 min cada 20 s a 595 nm y a una temperatura de 37 °C en un
espectrofotbmetro UV-Visible (Cary 50 BIO) con bano termostatizado.
Paralelamente se efectué un blanco mediante la mezcla en la cubeta de
reaccion de 900 ulL de reactivo FRAP con 90 ul de agua destilada y 30 ul de

disolvente metanol.

Los valores de absorbancia que se tuvieron en cuenta para llevar a cabo
la determinacion cuantitativa fueron los correspondientes a tiempo 30 min,
siempre considerando la carencia de 20 s que existe entre las distintas cubetas

de andlisis.

Para calcular la capacidad reductora de una muestra, se tomd como
referencia la recta de calibrado calculada para el patrén de Trolox entre 50 y
1000 uM en metanol. Los resultados se expresaron como Capacidad
Antioxidante en Equivalentes de dcido é-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
dcido carboxilico (Trolox) (TEAC, mM) que se define como la concentraciéon de
anfioxidante equivalente a la actividad mostrada por 1 mM de Trolox. Cada

determinacion se realizd por triplicado.

4.2.2. Capacidad de secuesiro de radicales libres
4.2.2.1. Método ABTS

La capacidad de secuestro de radicales libres (free radical scavenging
capacity) se determind espectrofotfométricamente por el método de
decoloracién de Re y cols., (1999), conocido por ABTS. Se basa en la
disminucion de la absorbancia a 730 nm y 30 °C del catidn radical, dcido 2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS*™), un cromdéforo verde-azulado
que interacciona con especies donantes de hidrogeno o de electrones
perdiendo color proporcionalmente. Se prepard una disolucion 7mM del
cation radical ABTS™ en frasco topacio, mediante la oxidacion de 38,6 mg de
ABTS en 10 mL de persulfato potdsico 2,45 mM, en ausencia de luz y bajo
agitacién durante 12-16 h. El catién radical de ABTS™ generado se diluyd con
metanol hasta obtener una absorbancia 0,70 £ 0,02 a 730 nm y se manfuvo a
30 °C. Finalmente, se mezcld 3,9 mL de ABTS*™* con 0,1 mL de muestra problema

disuelta en metanol en la cubeta de reaccion. Las muestras fueron agitadas
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por inversion y se leyeron las absorbancias cada 20 s a 730 nm durante 6 min
en un espectrofotdbmetro UV-Visible (Cary 50 BIO) con bano termostatizado.

Cada determinacion se realizé por triplicado.

Paralelamente se efectud un blanco mediante la mezcla en la cubeta de
reaccion de 3,9 mL de ABTS™ y 0,1 mL de disolvente metanol. Se representd
graficamente el porcentaje de reducciéon del radical ABTS™ en funcién del
tiempo y se obtuvo la funcidn de la curva que se aqjustd a la siguiente
ecuacion: y = a + bx%%; donde "y” es el porcentaje de inhibicion y “x” es el
tiempo correspondiente a ese valor de porcentaje de inhibicion. A
continuacién se calculd el drea bajo la curva (ABC) entre 0y 360 s mediante la

correspondiente integral limitada.

Los resultados se expresaron como concentfracion antfioxidante
equivalente de Trolox (TEAC, mM). Para ello se realizé una recta de calibrado
de Trolox en un rango de concentraciones conocido, comprendido entre 0,05

y 0,8 mM disuelto en metanol.
4.2.2.2. Método ORAC (adaptacion para compuestos lipofilicos)

La capacidad de secuestro de radicales libres fue determinada mediante
el ensayo ORAC (Oxygen Radical Scavenging Capacity) (Huang y cols., 2002).
Esta técnica se basa en la pérdida de fluorescencia de una sustancia de
referencia (fluoresceina) tras la adicién de un radical peroxilo, 2,2'-azobis(2-
amidino-propano) diclorhidrato (AAPH), que actla como iniciador de la
reaccion oxidativa. En presencia de un antioxidante, esta pérdida de
fluorescencia es menor cuanto mds capacidad antioxidante tenga el

compuesto a evaluar.

Primeramente, se prepararon concentraciones conocidas de los
antfioxidantes de estudio en una disolucion al 7% de B-ciclodextrina metilada
randomizada (RMCD) en mezcla acetona/agua (1:1, v/v). Asimismo, se realizé
una recta de calibrado de Trolox en un rango de concentraciones
comprendido entre 6,25 y 100 uM de Trolox en las mismas condiciones de
disolucidon que las muestras problema. A continuacién, se procedid a la
preparacion de la placa de 96 pocillos de color negro y fondo plano segun se

detalla en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1
Placa de 96 pocillos que incluye la recta de calibrado de Trolox en un rango de
concentraciones 6,25-100 uM, el blanco (B) y las diferentes muestras (M)

Trolox Trolox Trolox

Gt | e | e | M1 | M3 | MS | M7 | M9 | MIT | MI3 | MI5 | B
J;%'S:A Lr;’;ij ;g'ﬁ: M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M1l | MI13 | MI5 | B
J;%'S;(A ;?m T;gm M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M1l | MI3 | MI5 | B
J;%'S;(A ;?m T;gm M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M1l | MI3 | MI5 | B
Trolox Trolox Trolox

12,50M 50uM 100uM M2 M 4 M é M8 M 10 M 12 M 14 M 16 B

Trolox Trolox Trolox
12,5uM 50uM 100uM
Trolox Trolox Trolox
12,5uM 50uM 100uM
Trolox Trolox Trolox
12,5uM 50uM 100uM

M2 M 4 M é M8 M 10 M 12 M 14 M 16 B

M2 M 4 M é M8 M 10 M 12 M 14 M 16 B

M2 M 4 M é M8 M 10 M 12 M 14 M 16 B

En cada pocillo se anadieron 150 plL de fluoresceina de concentracién 8,5
X 105 mM en tampdn fosfato 75 mM (pH 7.4) y 25 ulL de Trolox o muestra a
evaluar. El blanco se prepard con 150 yL de fluoresceina y 25 uL de la
disolucion acetona/agua (1:1, v/v) al 7% de RMCD. La placa asi preparada se
infrodujo en el lector de multiplacas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA) previomente
acondicionado a 37 °C. Seguidamente, se adicion6 30 yL de radical AAPH de
concentracién 153 mM preparado en tampdn fosfato 75 mM a pH 7,4 a cada
pocillo para dar comienzo la reaccidn. Las lecturas se realizaron cada 2 min
durante 120 min a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision

de 528 nm. Cada determinacion se realizd por cuadruplicado.

Al cabo de 120 min vy findlizada la cinética se recogieron los valores
resultantes del cdiculo del drea bajo la curva entre 0 y 120 min para cada

concentracién y se corrigieron con aquella obtenida para el blanco.

Los resultados se expresaron como concentfracion antioxidante

equivalente de Trolox (TEAC, mM).
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4.2.3. Andlisis estadistico de los resultados

4.2.3.1. Caracteristicas muestrales

Los datos se presentan como la media + desviacion estdndar de n

determinaciones donde la n se especifica en cada experimento.
4.2.3.2. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizd con el programa
estadistico SPSS (version 20.0, SPSS, Inc., IBM Company).

Para valorar las diferencias entre las medias de los distintos compuestos
observados en cada experimento se utilizd el andilisis de la varianza de una via
(ANOVA), considerando un nivel de significacion de p<0,05. Previamente se
aplico el test de Levene para determinar la homogeneidad de la varianza de

los datos obtenidos.

Los compuestos seleccionados para evaluar la biodisponibilidad a nivel
intestinal y hepdatico fueron los siguientes: nitrohidroxitirosol (NO2HTy), acetato

de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A), éter etilico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E).

4.3.1. Transporte y metabolismo a nivel intestinal

Para readlizar el estudio de biodisponibilidad y metabolismo de los
compuestos objeto de estudio se selecciond la linea celular humana Caco-2
(células de epitelio intestinal humano) como modelo experimental in vitro. Esta
linea celular ha sido reconocida por la Food and Drug Administration de
Estados Unidos (US, FDA, 2000) como modelo experimental para abordar
estudios de metabolismo debido a sus caracteristicas de permeabilidad y
transporte de farmacos a través de la mucosa intestinal. Las células Caco-2

fueron suministradas por la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC)
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a través del Centfro de Instrumentacidon Cientifica de la Universidad de

Granada con un nUmero de pase comprendido entre 48 y 52.
4.3.1.1. Establecimiento del cultivo celular

El manejo de las células de carcinoma de colon humano (Caco-2) se llevd
a cabo en una campana de flujo laminar en condiciones extremas de
esterilidad. Las células se mantuvieron en placas de cultivo de 100 mm de
didmetro con medio de cultivo Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM-
21063), sin rojo fenol, suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS)
inactivado térmicamente (45 min a 56°C), 1% (v/v) de aminodcidos no
esenciales (NEAA), 10.000 U/mL de penicilina y 1000 ug/mL de estreptomicina.
El medio de cultivo se renovaba cada 2 dias y las células se mantenian en
atmosfera humidificada con 5% CO2y 95% de aire a 37 °C.

Para la obtencién de la monocapa celular de epitelio intestinal, las células
se sembraron en cdmaras bicamerales de é pocillos (Transwell Inserts, Corning
Costar, NY) de 24 mm de didmetro del inserto, 4,67 cm? de superficie y 0,4 um
de tamano de poro. Las células se sembraron a una densidad de 400.000
células por cm? adicionando 2 mL de medio en el compartimento basal y 2 mL
en el apical. Las células alcanzaban la confluencia a las 48 h y a partir de ese
momento comenzaba el proceso espontdneo de diferenciacidon que se
estabilizaba a partir del dia 21 posterior a la siembra. La monocapa
diferenciada formaba un sistema de dos compartimentos, uno apical (Ap).
que correspondia al lumen intestinal in vivo, y ofro basolateral (BL), que
correspondia al espacio intersticial en contacto con los capilares sanguineos.
Ambos se encontraban separados por el filtro que contenia la monocapa, taly

como se esquematiza en la Figura 4.1.

61



4. Materiales y métodos

/ Transwell

A

Compartimento
superior (Apical)

Membrana
microporosa

s s
EENEEEEEEEE
Monocapa

celular

Compartimento inferior
(Basolateral)

Figura 4.1
Sistema de placa bicameral (Transwell) utilizado en los estudios in vitro
de transporte y metabolismo de compuestos fendlicos

El seguimiento de la formacién de la monocapa celular se realizd a través
de la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y del test Rojo

Fenol.

4.3.1.1.1. Determinacidn de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)

La monitorizacion de la TEER (Q cm?) es un indicador de la confluencia
celular y de la integridad de la monocapa de las células cultivadas en las
membranas microporosas. La TEER se determina con un voltimetro Millicell-ERS
(Millipore Ltd., Watford, UK) que mide la resistencia de la monocapa en el lado

apical de los insertos al paso de la corriente eléctrica.
Los valores de TEER se calcularon aplicando la siguiente férmula:

TEERmonocapa (Q €mM?2)= (Qmuestra - Qbianco) X 4,67Cm?

Donde: Qmuestra Medida de la resistencia de un pocillo con células (ohmios)
Qblanco Medida de la resistencia de un pocillo sin células o blanco (ohmios)

4,67 cm? Superficie de la membrana sobre la que crecen las células

4.3.1.1.2. Prueba del Rojo Fenol

La prueba del Rojo Fenol cuantifica el paso del colorante
fenolsulfonftaleina (PSP) (Rojo Fenol) (Invitrogen, Paisley, UK.) a través de la
monocapa de células Caco-2, siendo la transferencia del mismo inversamente

proporcional a la integridad de la monocapa.
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Asi, se anadié 100 uM de PSP disuelto en medio DMEM-21063 sin suero al
compartimento apical o basolateral mientras que en el lado contrario se
completdé con medio DMEM sin suero y colorante. Se mantuvieron las células
en incubaciéon durante 60 min a 37 °C en atmdsfera controlada y al cabo de
ese tiempo se determind la absorbancia a 479 nm para cuantificar el
contenido de colorante PSP en cada compartimento. Valores inferiores al 0,1%
de colorante en el compartimento contrario al de incubacién del colorante
indicd un estado 6ptimo de la monocapa siendo adecuada para su uso en los

experimentos de fransporte y metabolismo.

Una vez transcurridos los 21 dias y tras comprobar la integridad de la
monocapa se procedid al desarrollo del experimento de fransporte y
metabolismo celular. Para ello, el dia anterior del experimento, se retird el
medio de cultivo se lavd cada pocillo con tampdn fosfato salino (PBS) y se
cambié el medio de cultivo a medio sin suero para prevenir posibles

interferencias con los componentes del suero.
4.3.1.2. Evaluacion del metabolismo en células Caco-2

Los compuestos fendlicos objeto de estudio se anadieron dal
compartimento apical (2 mL) a una concentracién final de 100 uM (0,1%
DMSQO) disueltos en medio DMEM-21063 sin suero y 300 uM de dcido ascoérbico
como protector antioxidante. De igual forma, se adiciond 2 mL de medio
DMEM-21063 sin suero con 300 uM de dcido ascoérbico al compartimento
basolateral. Como referencia se incubaron las células que servirdn de control
en las mismas condiciones (medio DMEM-21063 sin suero con 0,1% DMSO y 300
UM de dacido ascoérbico) a excepcion de los compuestos fendlicos. La células
control y tratadas se incubaron durante 1, 2 y 4 h a 37 °C en atmodsfera
controlada de 5% CO2y 95% de aire.

Transcurridos los tiempos de incubacion, se recogieron los medios
presentes en los compartimentos apical y basolateral para su posterior
almacenamiento a -20 °C hasta su andlisis por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) vy cromatografia liquida acoplada o detector de

espectrometria de masas (LC-MS).
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Por otro lado, se lavaron las células dos veces con PBS, se recogieron
mediante raspado y se centrifugaron a 1250 rom durante 5 min a 4 °C. El pellet
resultante se resuspendid en 200 uL de PBS y se sonicd durante 10 min a
temperatura ambiente para romper las membranas celulares y liberar los
posibles metabolitos presentes en el interior de las células. Finalmente, y tras
centrifugar las suspensiones celulares a 7000 rom durante 10 min a 4 °C, el
sobrenadante se transfirid a un eppendorf y se congeld a -20 °C hasta su

andlisis por HPLC y LC-MS. Cada condicién se llevd a cabo por sextuplicado.
4.3.1.3. Evaluacion del transporte en células Caco-2

Para estudiar el transporte de los compuestos fendlicos en este modelo
celular, se evalud el sentido predominante de transferencia a través de la
monocapa Caco-2 (apical a basolaterol o basolateral a apical). Para ello, el
transporte apical — basolateral se estudid mediante la adicidn de la solucidn
fendlica disuelta en DMEM-21063 con 0,1% DMSO y 300 uM de dcido ascoérbico
en el compartimento apical, mientras que el fransporte basolateral — apical se
evalué mediante la adicidn de la solucion fendlica en el compartimento
basolateral. Siempre se tomaron como referencia células tratadas con DMEM-
21063 que contenian 0,1% de DMSO y 300 uM de dcido ascdrbico. Al cabo de
1,2y 4 h de incubacion, se recogieron los medios y se almacenaron a -20 °C.

Cada condicién se ensayd por sextuplicado.

Se determind el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp, cm/s) en
ambas direcciones, fras 1 h de incubacién de los compuestos con las células

Caco-2 siguiendo la ecuacion:

aQ Vv
PH,0,0 — T A
at = A-C,
aq ) . . .
Donde: E Velocidad de permeabilidad hacia el compartimento receptor (UM/s)
VR Volumen del compartimento receptor (2 cm3)
A Area de la superficie de la membrana del Transwell (4,67 cm?)

Co Concentfracion inicial en el compartimento donador (UM)
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Ademds, calculando el cociente enfre el Pappaps. (sentido apical-
basolateral) y el Pappgap (senfido basolateral-apical) se obtuvo el pardmetro
denominado indice de absorcion (IA) (Papparsl/PappsLar), que indicd el
sentido preferente de transferencia a través de la monocapa por los
compuestos fendlicos. Valores superiores a 1,0 indicaba un fransporte
mayoritariomente hacia la sangre portal mientras que valores inferiores a 1,0

indicaba un fransporte de eflujo o hacia el lumen.

4.3.2. Biodisponibilidad y metabolismo a nivel hepatico

El estudio de biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fendlicos
objeto de estudio a nivel hepdtico se llevé a cabo en la linea de hepatoma
humano HepG2 amablemente cedida por la Dra. Paloma Martin-Sanz del
Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-CSIC). Esta linea celular es
considerada uno de los modelos experimentales mds fiables que reproduce al

hepatocito humano en cultivo.
4.3.2.1. Establecimiento del cultivo celular

La manipulacion de las células HepG2 se llevd a cabo en una campana
de flujo laminar bajo condiciones de mdxima esterilidad. Las células hepdticas
HepG2 crecieron en placas de 100 mm de didmetro con 8 mL de medio DMEM
F-12 suplementado con 2,5% de Suero Bovino Fetal (FBS) ademds de la mezcla
de antibidticos compuesta por 100 mg/L de peniciina, gentamicina y
estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37 °C y atmdsfera controlada con
el 5% de CO2y 95% de aire en un incubador. El medio de cultivo se renovaba

cada dos dias.
4.3.2.2. Evaluacion del metabolismo en células HepG2

Las células HepG2 se sembraban en placas de 60 mm y se dejaban crecer
hasta que alcanzaban el 80% de confluencia, equivalente a una
concentraciéon de células por plato enfre 2,5-3 x 10¢. Los platos con esta
confluencia de células se incubaban durante 2 y 18 h con medio DMEM F-12
libre de suero suplementado con la misma mezcla de antibidticos e

implementado con los compuestos fendlicos a estudiar a una concentracion
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de 100 uM (0,1% DMSQ) y 300 uM de dcido ascoérbico, a un volumen final 3 mL.
Cada condicién se llevd a cabo por sextuplicado. Paralelamente se realizd un
blanco con células incubadas con medio DMEM F-12 sin suero y 300 uM de
dcido ascorbico. Transcurrido los tiempos de incubacion, se recogié el medio
de cultivo de cada plato y se guardd a -20 °C hasta su andlisis por HPLC y LC-
MS. Por otro lado, las células HepG2 se lavaron dos veces con PBS y se
recogieron mediante raspado. Las células correspondientes a una misma
condicién experimental se juntaron en un eppendorf, se centrifugaron a 1250
rom durante 5 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en 200 uL PBS. A confinuacion, las células se sonicaron durante 7 min a
temperatura ambiente para romper las membranas celulares y liberar 1os
posibles fenoles y metabolitos presentes en el interior de la células, y se
centrifugaron a 5000 rom durante 10 min a 4 °C, recogiendo el sobrenadante
que se guardd a -20 °C hasta su posterior andlisis por HPLC y LC-MS. El proceso

descrito se esquematiza a continuacion en la Figura 4.2.

@ / Medio extracelular del culfivo

Nitrocatecoles (100uM) L
Analisis por LC-DAD

_*_:77 Incubacién 2y 18 h a\ y LC-MS

Células HepG2

Figura 4.2
Procedimiento empleado para el estudio del metabolismo
de nitroderivados de hidroxitirosol en células HepG2

4.3.3. Identificacion de metabolitos

Para la identificacion de los metabolitos formados como consecuencia de
la metabolizacion de los compuestos fendlicos tanto por las células intestinales
(Caco-2) como hepdticas (HepG2) se utilizaron los siguientes procedimientos:
reacciones de hidrdlisis enzimdtica de los metabolitos con las enzimas -
glucuronidasa/sulfatasa; reacciones de conjugacion in vifro de estdndares

puros y andlisis por HPLC y LC-MS.
4.3.3.1. Reaccidn de hidrdlisis enzimdtica

Las fracciones de medio de cultivo procedentes de la incubaciéon de los

compuestos fendlicos con las células Caco-2 y HepG2 se trataron con la
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mezcla B-glucuronidasa/sulfatasa (Manach y cols., 1997) para hidrolizar

enzimdaticamente los posibles metabolitos formados.

Para ello, 200 ul de medio de cultivo procedente de la incubacion de
compuestos fendlicos con células Caco-2 o HepG2 se incubd con 20 uL de
dcido acético 0,58 N y 16 ul de B-glucuronidasa/sulfatasa (equivalente a 5 x
10¢ U/L de B-glucuronidasa y 2,5 x 105 U/L de sulfatasa, Sigma G0876). La
mezcla se mantuvo en agitacion moderada en un bano termostatizado a 37
°C durante 2 h. Paralelamente se desarrollaron tres blancos; el primero
contenia 200 ul de la muestra a tratar con metabolitos y dcido acético sin la
enzima, el segundo presentd 200 wl de agua con dcido acético y la enzima y
el tercero contenia la enzima y el dcido acético con la muestra del medio a 0
h. A continuacion se anadié 25 ulL de metanol para detener la reaccion y
precipitar las proteinas y se centrifugd a 3500 rom durante 10 min. El
sobrenadante se conservo a -20 °C hasta su posterior andlisis por HPLC y LC-MS.

Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.
4.3.3.2. Reaccion de conjugacion in vitro

Con el fin de obtener los principales metabolitos glucuronidados y
metilados de los nitrocatecoles, se procedid a la sintesis enzimdtica de los
mismos. La formacion de derivados glucuronidados de los compuestos
fendlicos tuvo lugar mediante la reaccion del fenol con el dacido UDP-
glucurénico como donador de dcido glucurdnico en presencia de la enzima
UDP-glucuronosiltransferasa (UGT) (Mateos y cols., 2005b), presente en la
fraccion microsomal de higado de rata, obtenida siguiendo el procedimiento
de Graham vy colaboradores (Graham vy cols., 1997) con algunas
modificaciones (Mateos y cols., 2005b). Asimismo, la obtencion de derivados
metilados de los compuestos fendlicos se llevd a cabo mediante la reaccion
de los compuestos o-fendlicos con S-Adenosil-L-metionina (SAM) como
donador de grupos metilos en presencia de la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT). Cada determinaciéon se lleva a cabo por duplicado
(Mateos y cols., 2005b).
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4.3.3.2.1. Glucuronidaciéon de compuestos fendlicos

En un eppendorf se anadié un volumen de fraccidn microsomal de
higado de rata equivalente a 100 ug de proteina (determinada por el método
Bradford). A continuacion, se adicionaron 50 uL de dacido UDP-glucurénico 50
mM y 50 uL de compuesto fendlico de concentracion 1 mM. Se anadié el
tampdn de reaccién (Buffer A) hasta completar un volumen final de 500 L. El
tampon Buffer A es una disolucion que contiene Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), T mM
de ditiofreitol (DTT) y 10 mM de cloruro de magnesio (MgClz). La mezcla se
mantuvo en agitaciéon suave en bano de agua termostatizado a 37 °C durante
4 h. Paralelamente se desarrolld un blanco sin enzima constituido por 50 uL de
dcido UDP-glucurdnico, 50 uL de solucién fendlica y el resto hasta 500 uL con
Buffer A. Transcurrida la incubacién, la reaccién se pard anadiendo 25 uL de
dcido perclorico 4 mM, se cenfrifugd a 3500 rom a 4°C durante 10 min y los
sobrenadantes resultantes se recogieron y conservaron a -20 °C hasta su
andlisis por HPLC y LC-MS.

4.3.3.2.2. Metilacion de compuestos fendlicos

En un eppendorf se anadié 100 yL de enzima COMT (1U/ul), 50 pyL de
solucion fendlica y 100 yuL de tampdn de reaccion (Buffer M) y se mantuvo
durante 5 minutos a 37 °C. A continuacion se anadié 250 ulL de solucidén SAM 10
mM y se agitd con suavidad. Seguidamente, la mezcla se mantuvo en
agitacion moderada en bano de agua a 37 °C durante 4 horas. Las
concentraciones finales de reaccioén quedaron de la siguiente manera: 5 mM
SAM, 100 uM compuesto fendlico y 100 unidades de enzima COMT. El tampdn
Buffer M es una disolucion que contiene tampdn fosfato 0,1 M (pH 7,9), T mM
de ditiotfreitol (DTT) y 10 mM de MgCl.. Paralelamente, se desarrollé un blanco
sin la enzima COMT mezclando 50 pL de solucion fendlica, 200 yL de Buffer M y
250 pL de solucidon SAM. Transcurridas las 4 horas de incubacién, se pard la
reaccién anadiendo 25 uL de dcido perclérico 4 mM, se centrifugd a 3500 rom
a 4°C durante 10 min y los sobrenadantes resultantes se recogieron vy

conservaron a -20 °C hasta su andlisis por HPLC y LC-MS.
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4.3.3.3. Andlisis por HPLC

Todas las muestras de los medios de cultivo y los lisados celulares
procedentes de los experimentos de biodisponibilidad intestinal y hepdatica de
los compuestos fendlicos asi como las muestras procedentes de Ias reacciones
de hidrdlisis enzimdtica y sintesis enzimdtica de derivados glucuronidados vy
metilados de los nitrocatecoles se analizaron en un equipo HPLC (Agilent
Technologies, Serie 1200) equipado con detector de DAD, horno
termostatizado e inyector automdatico con automuestreador ftambién
termostatizado. Se operd en un sistema de gradiente de eluyentes en fase
reversa con una columna Superspher 100 RP18 (250 x 4um) (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) precedida por una precolumna (ODS RP 18). El caudal y
temperatura de frabajo fue 1T mL/min y 37 °C, respectivamente y el volumen
de inyeccién de 20 pl. La fase movil consistio en un disolvente acuoso (A)
formado por agua al 1% de dcido férmico y disolvente orgdnico (B)
acetonitrilo. El gradiente de elucidon se establecid segun las siguientes
condiciones: de 95 a 90% de A en 5 minutos; 85% de A en 15 minutos; 80% de A
en 5 minutos; 75% de A en 5 minutos; 70% de A en 5 minutos, retornando a las
condiciones iniciales de 95% de A en 5 min y mantenimiento durante 5 min. La
deteccion se llevd a cabo utilizando un detector DAD a la longitud de onda

de 280 nm, siendo el fiempo de andlisis de 45 min.

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizaron curvas de
calibrado de concentraciones conocidas (rango entre 0 y 100 uM) con
estGndares puros en el medio de cultivo sin suero. Los metabolitos se
cuantificaron en base a la curva de calibrado de los respectivos precursores.
En la Tabla 4.2 se recogen las rectas de calibrado obtenidas con las

condiciones cromatogrdficas indicadas.

Tabla 4.2
Rectas de calibrado y coeficientes de determinacién utilizados para la
cuantificacién de metabolitos generados en los estudios con los modelos celulares

Compuesto Rong? de Recta Co-ef. .z
concentraciones (M) Determinacion
NO2HTy 1,25-100 Area =6,91*Conc+6,70 r2=0,999
NO:2HTy-A 1,25-100 Area =6,68*Conc+18,49 r2=0,999
NO2HTy-E 1,25-100 Area =5,94*Conc+1,61 r2=0,999

NO2HTy: Nitrohidroxitirosol; NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo;
NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo
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4.3.3.4. Andlisis por LC-MS

Para confirmar la identidad quimica de los metabolitos generados a partir
del metabolismo intestinal y hepdtico de los compuestos fendlicos se llevd a

cabo el andlisis por LC-MS.

El equipo empleado consta de un HPLC-DAD (Agilent Technologies, Serie
1100) acoplado a un detector espectrometro de masas simple cuadrupolo
(Agilent Technologies, Serie 1100, Waldrom, Alemania). Para el andlisis de
masas se ajustd la fuente de ionizacidn de electroespray (ESI-MS) a presion
atmosférica operando en modo de ionizacidn negativo, frabajando con un
voltaje capilar de 3000 V, con nitrdgeno como gas nebulizador a un flujo de 12
L/h y temperatura de secado de 300 °C. El espectro de masas se adquirié en

un rango de masa comprendido entre 100 y 900 Da (1,5s).

El resto de pardmetros cromatogrdficos coinciden con las condiciones

descritas en el apartado Andlisis por HPLC (apartado 4.3.3.3.)

4.4. Evaluacidén de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de los
nitroderivados de HTy en modelos experimentales de dano cerebral

4.4.1. Animal de experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso comprendido
entre 250-350 g que permanecieron bajo condiciones estdndar de laboratorio,
con un ciclo alternante de luz/oscuridad de 12 h, temperatura ambiente de

22°C y con libre acceso a comida y agua.

Los animales fueron estabulados de acuerdo con la normativa de uso,
manejo y cuidado de los animales utilizados para experimentaciéon y otros fines
cientificos (EDL 2013/80847. BOE-A-2013-6271). El protocolo de estudio fue
aprobado por el Comité de Efica de Investigacion de la Universidad de

Mdlaga.
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4.4.2. Tejido de estudio

El 6rgano objeto de estudio fue el cerebro. Para su obtencién, los animales
previomente anestesiados con pentobarbital sddico y diazepam, fueron
decapitados. Posteriormente, se procedid a la diseccion de la piel y el tejido
muscular de la region occipital para facilitar el decalotaje. Se realizaron dos
osteotomias longitudinales sobre los huesos temporales hasta el frontal,
levantdndose con cuidado la escama resultante a fin de separar
completamente el cerebro de la calota (Figura 4.3). Seguidamente se
cortaron los tubérculos olfatorios y los pares craneales, siendo extraido el
cerebro y el cerebelo del total del tejido. Finalmente, se qisld el cerebro medio
gue se mantuvo en condiciones de hipotermia inducida por hielo con el fin de

retardar la autolisis del érgano.

Figura 4.3
Imdgenes del proceso de extraccién del cerebro

4.4.3. Compuestos de andlisis

Los compuestos empleados fueron los siguientes: la serie de nitroderivados
de HTy con estructura nitrocatecol (nitrohidroxitirosol (NO2HTy), acetato de
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A) y éter etilico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E) vy la
serie de precursores con estructura catecol (hidroxitirosol (HTy), acetato de
hidroxitirosilo (HTy-A) y éter eftilico de hidroxitirosilo (HTy-E), a fin de evaluar de

forma comparada el efecto neuroprotector.

Dado el cardcter lipofilico de los compuestos nitroderivados y atendiendo
a su baja solubilidad, se propuso el empleo de DMSO como disolvente

orgdnico para facilitar la disolucién de los compuestos ensayados. Se realizd
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un estudio concentracién-efecto de DMSO a fin de definir el rango de
concentraciones para su uso sin riesgo de toxicidad. Las concentfraciones
fueron expresadas en valores de porcentaje (0,5, 1, 5, 10). Se obtuvieron 6
secciones/tejido para el estudio de las condiciones anteriormente citadas,
considerando también un control absoluto y un control DMSO. Finalmente,
para todos los ensayos posteriores se utilizd como excipiente para la disolucion
DMSO al 1%.

4.4.4. Diseno experimental

Se realizaron dos tipos de estudio: in vitro y ex vivo.
4.4.4.1. Experimentos in vitro

Se constituyeron 6 grupos experimentales (atendiendo a los distintos
compuestos utillizados) de 6 animales por grupo. Se emplearon
concentraciones crecientes de los distintos compuestos para su incubacién en
tejido (0, 1, 5, 10, 50, 100 y 500 uM)

4.4.4.1.1. Estudios en tejido cerebral sin induccidén quimica

Muestras de tejido extraido del animal de experimentaciéon las cuales
constituyen las muestras control y sobre las que se readlizardn las
determinaciones bioquimicas pertinentes sin haber sometido el tejido

previamente a induccién de dano alguno.

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando un total de 36 animales
distribuidos en 6 grupos experimentales (n=6/grupo segun compuesto fendlico),
incubando el fejido obtenido (7 secciones/cerebro) en presencia de
concentraciones crecientes de los distintos compuestos estudiados (0, 1, 5, 10,
50, 100 y 500 uM).

4.4.4.1.2. Estudios en tejido cerebral con induccidn quimica

Muestras de tejido cerebral sobre las que se induce dano a través del
empleo de las sustancias quimicas tales como sales ferrosas y dcido ascorbico,
maleato de dietilo (DEM) y terc-butilnidroxiperéxido (t-BOOH), todos ellos
inductores de estrés oxidativo, para la valoracion del estrés oxidativo

(responsable del dano cerebral en este modelo):
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1. Induccidon con sales ferrosas y dcido ascorbico para la valoracién de la
peroxidacion lipidica. Se emplearon concentraciones crecientes de los
compuestos en estudio (1, 10, 50, 100 uM). Para el estudio se llevé a cabo un
n=36.

2. Incubacion con DEM para la determinacion de la actividad glutation.
Se emplearon concentraciones crecientes de los compuestos en estudio (1,

10, 50, 100 uM). Para el estudio se llevé a cabo un n=36.

3. Incubacién con t+BOOH para la determinacion del contenido
infracelular de radicales libres. Se emplearon concentraciones crecientes de
los compuestos en estudio (1, 5, 10, 50, 100, 500 uM). Para el estudio se llevd a

cabo un n=36.

En los tres modelos de induccién de dano quimico fueron recolectadas
muestras de tejido y sobrenadante para las determinaciones bioquimicas

posteriores.

4.4.4.1.3. Estudios en tejido cerebral sometido a un modelo experimental de
hipoxia-reoxigenacion

Muestras de tejido extraido del animal de experimentacién sobre las cuales

se induce un dano por hipoxia-reoxigenacion (HR) del tejido a fin de reproducir

in vitro las condiciones fisioldgicas que acontecen durante un proceso

isquémico cerebral. Para la realizacion de este estudio, se emplearon un total

de 48 animales.

1. Estudio concentracion-efecto del compuesto fendlico. Se emplearon 36
animales distribuidos en 6 grupos experimentales (NO2HTy, NO2HTy-A, NO2HTy-E,
HTy, HTy-A, HTy-E) (n=6/grupo segun compuesto fendlico). Tras procesar los
cortes cerebrales resultantes del cerebro medio (9 secciones/cerebro) se
establecié una muestra de tejido control basal la cual no fue incubada y se
incubaron las siete secciones restantes con concentraciones crecientes de
cada uno de los compuestos a estudiar (0, 1, 5, 10, 50, 100 y 500 uM) disueltos
en 1% DMSO. Estos estudios concentracion-efecto estuvieron dirigidos a la
obtencidn de la concentracion éptima a emplear en posteriores ensayos de

neuroproteccion.
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2. Estudio del efecto del compuesto fendlico a concentracion 100 uM. Se
emplearon 24 animales distribuidos en é grupos experimentales (NO2HTy,
NO2HTy-A, NO2HTy-E, HTy, HTy-A, HTy-E) (n=6/grupo segun compuesto fendlico)

incubando el tejido en presencia del compuesto fendlico a concentracién de
100 uM.

Para todos los estudios, el tejido fue sometido al modelo experimental de
HR y tras éste, se recogieron las muestras de sobrenadante y tejido para

realizar las mediciones de las distintas variables.
4.4.4.2. Modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion

Este modelo experimental de HR trata de reproducir, en condiciones in
vitro, las distintas situaciones que suceden durante la isquemia-reperfusion en
el proceso de ictus isquémico (ver Figura 4.4). Ha sido aplicado tanto al tejido
de los animales tratados, como al de los no tratados, con los distintos

compuestos de estudio.

Tras extraerse el cerebro, se introdujo en un tfampdén de disecciéon: 10 mL
(NaCl 120 mM, KCI 2 mM, CaCl2 0,5 mM, NaHCOs3 26 mM, MgSOs 10 mM,
KH2PO4 1,18 mM, glucosa 11 mM y sacarosa 200 Mm, pH: 7,4) sumergido en

hielo y con perfusion continua de oxigeno.

A continuacion, se procedid a obtener los cortes de unas 500 micras
realizadas con vibratomo vy se infrodujeron durante 60 minutos en tampdn de
estabilizacién (igual al de diseccidn pero sin sacarosa), a temperatura
ambiente y sometido a una perfusion continua de oxigeno (utilizamos para
cada fase donde sea necesaria una mezcla de O2 al 95% y CO2 al 5%,

Alphagaz MIX. Air Liquide. Espaia), etapa a la que llamamos de estabilizacion.

Seguidamente, iniciamos la etapa de prehipoxia consistente en sumergir
los cortes en un tampdn con la misma composicion que en la fase anterior y
con un burbujeo de oxigeno durante 30 minutos a una temperatura de 37°C
(bano de bloque en seco para tubos “Multiplaces” con temperatura regulable
de 10-200°C. Selecta. Espana).

A continuacion, establecemos la etapa de hipoxia en la cual sometemos

al tejido durante 60 minutos a una perfusion continua de nitrégeno (Alphagaz
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N2. Air Liquide. Espana) en un tampdén de hipoxia (NaCl 120 mM, KCI 2 mM,
CaCl2 2 mM, NaHCO3 26 mM, MgSOs4 1,19 mM, KH2PO4 1,18 Mm, pH: 7,4), a
37°C.

Por Ultimo, tiene lugar la etapa de reoxigenacion que dura 180 minutos
aungue metodoldgicamente la dividimos en tres fases de 60 minutos (R1, R2 y
R3), utilizando un tampdn de reoxigenaciéon (igual al anterior anadiéndole

glucosa 11 mM), a 37°C y con burbujeo continuo de oxigeno.

Para todos los casos, el tampon empleado en cada una de las etapas es
sometido, previamente a su uso, a una oxigenacion o nitfrogenacion (segin

proceda) continua durante 45 minutos.
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Figura 4.4
Esquema del modelo experimental de hipoxia-reoxigenacién

En los experimentos donde se utilizd tejido de animales no tratados, se
anadieron los compuestos de estudio al inicio de cada una de las etapas del
modelo. En todos ellos utilizamos la concentracion necesaria para que al
anadir 500 ul del preparado en 4,5 mL de tampdn en cada uno de los inicios
de las distintas fases del proceso de HR obtuviéramos la concentraciéon

deseada. En los experimentos donde se utilizd tejido de animales tratados, es

decir, a los que se habian administrado via orogdstrica, al inicio de cada fase
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del modelo no se anadi® compuesto alguno, sélo 5 mL del tampdn

correspondiente.

Al final del proceso, se obtuvieron distintas muestras: por un lado, se
recogid muestra de tampodn (sobrenadante) al finalizar cada una de las fases
infermedias del modelo asi como tras la finalizacién del mismo vy, por otfro lado,
se recogio el tejido cerebral al concluir el periodo de reoxigenaciéon. Todas las
muestras  obtenidas se congelaron a -80°C para las posteriores

determinaciones.
4.4.4.3. Experimentos ex vivo

Los compuestos objeto de estudio fueron administrados mediante
canulacion orogdstrica y tras el sacrificio del animal, el tejido fue sometido all

modelo experimental de HR.

Se emplearon 42 animales distribuidos en 7 grupos (n=6), estableciéndose
un grupo control DMSO y 6 grupos experimentales a los que, mediante
canulacion orogdstrica, se les administrd una dosis de 20 mg/Kg animal/dia de
cada uno de los compuestos fendlicos durante un periodo consecutivo de 7
dias. Tras ese periodo y una hora después de la Ultima dosis administrada, se
procedid al sacrificio de los animales para la obtencidon del tejido cerebral en

un total de 5 secciones/cerebro que fueron sometidas al proceso de HR.

4.4.5. Variables andaliticas
4.4.5.1. Variable principal: muerte celular cerebral

Se cuantificd la muerte celular de forma indirecta a través de la actividad
enzimdtica lactato deshidrogenasa (LDH) en las muestras de sobrenadante

tras la incubacién en las distintas fases del proceso de HR.

4.4.5.2. Variables predictoras: estrés oxidativo (peroxidacion lipidica y
defensa antioxidante)

En las muestras de cerebro se valord el dano oxidativo tisular a través de Ia
determinacion de la peroxidacion lipidica de las membranas celulares,

cuantificando los productos de la reaccion con el dcido tiobarbitirico (TBARS),

76



4. Maternales y Métodos

siendo su principal representante el malondialdehido (MDA). Asimismo, se
estudid la capacidad defensiva antioxidante del tejido mediante la
cuantificacion del contenido celular de glutation total, oxidado y reducido
(GST, GSSG y GSH, respectivamente). Finalmente, se valord el contenido

infracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el tejido.

4.4.6. Descripcion de las técnicas analiticas

4.4.6.1. Determinacion de muerte celular: Actividad Lactato
Deshidrogenasa (LDH)

La enzima LDH cataliza la reduccion del piruvato a lactato mediante la
coenzima NADH y se ufiliza como medida indirecta de muerte celular

(Esquema 4.1).

LDH

Piruvato » Acido Lactico

&5 -
NADH+H" NAD+

Esquema 4.1
Esquema de la formacion de dcido ldctico a partir de piruvato

Para la medicion de este pardmetro se empled el Cytotoxicity Detection
Kit (Roche Applied Science). Este test de inmunoensayo permite cuantificar la
citotoxicidad/citolisis basados en la medida de la actividad LDH que se libera
durante el dano celular, es decir, cuando se ha producido dano en la
membrana plasmdtica. Para su readlizaciéon, previamente se centrifugan las
muestras obtenidas tras el proceso de HR (500 yL de sobrenadante) a 250 xg
durante 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5415D) y, a continuacion, se
procede a la readlizacidn del inmunoensayo con posterior lectura en un
espectrofluorimetro. Los resultados obtenidos se ajustan al peso de las muestras

de tejido correspondientes.
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4.4.6.2. Determinacion del estatus oxidativo
4.4.6.2.1. Determinacién de la peroxidacion lipidica
a) Obtencién de fracciones enriquecidas de membranas

La obtencién de las fracciones enriquecidas de membranas (fracciéon Po2)
se llevd a cabo mediante gradientes de centrifugacion. Inicialmente los tejidos
fueron pesados y diluidos en proporcion 1:10 en una solucidén de incubacioén
(NaCl 0,1 M, KCI 5x104 M, CaClz 3,1x103 M, MgSO4 1x103 M, Glucosa 4,9x103 M,
NaHCOs3 2,4x102 M, KH2PO4 5,5x104 M, en agua bidestilada y desionizada), con
TrissHCI 50 mM vy sacarosa 0,32 M, a pH 7,4. Cada fraccion de tejido fue
sometido a homogeneizacién manual y en condiciones de frio. Los distintos
homogeneizados se repartieron posteriormente en tubos siiconados y se
cenfrifugaron a 1000 xg durante 10 minutos a 4°C. Al finalizar la centrifugacion
se procedid a la extraccidon del sobrenadante mediante una pipeta pasteur
(fraccion S1), el cual fue transferido a tubos de ultracentrifuga, desechando de

esta forma el pellet (fraccién P1).

La fraccion S1 fue centrifugada posteriormente a 10000 xg durante 20
minutos a 4°C, obteniéndose de nuevo un sobrenadante (fraccion S2) que fue
desechado y un pellet. Este segundo pellet o fraccién P2 fue resuspendido
mediante agitacién continua hasta su fotal dilucion en la solucion de
incubacion sin sacarosa, en proporcion 1:10 (peso/volumen) respecto al peso
inicial. En todos los casos la dilucién se realizd en proporcién al peso original de
cada una de las fracciones. Las diluciones obtenidas fueron congeladas a -
80°C.

b) Determinacion de los productos de reaccion con acido tiobarbitdrico
(TBARS)

El fundamento de esta técnica se basa en la determinaciéon indirecta de
MDA como producto derivado del metabolismo del dcido araquiddnico. La
determinacion de este metabolito del dcido araquiddnico nos indica, de
modo indirecto, los niveles de peroxidacion alcanzados por un tejido v,
aunqgue no es un metabolito especifico del catabolismo peroxidativo, si es un
buen indicador aceptado por muchos autores del funcionalismo de esta via

oxidativa. Presenta también la ventaja de su cardcter colorimétrico al
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reaccionar con el dcido tiobarbitirico, lo que nos permite cuantificar de forma
facil sus niveles en cualquier muestra determinando simplemente su

absorbancia espectrofotométrica.

Para su determinacion, se procedié a la dilucion de las alicuotas de tejido
mediante agitacion en el tampdn de incubacién descrito para la obtencion
de la fraccién P2 con Tris-HCI 20 mM en proporcion 1:2 (peso/volumen). Una
vez obtenida la dilucion de los tejidos, se repartieron las muestras en tubos de
cristal en condiciones de frio. A las muestras problema se les anadid los
inductores de la peroxidacion lipidica, sulfato ferroso y dcido ascérbico (FeAs),
ambos en un volumen de 50 ul, mientras que al control se le anadid el mismo
volumen de agua (100 ul). El volumen final de las muestras fue en todos los
casos el mismo. En los experimentos in vitro de tejido sometido previamente al
modelo de HR, la induccién de dano quimico con FeAs no fue necesaria. En

estos casos se anadié el volumen correspondiente en agua destilada.

Esta fase de inducciéon de la peroxidacion lipidica transcurre durante un
periodo de tiempo de 45 minutos. Durante todo el proceso, los tubos fueron

sometidos a agitacion continua de 100 bats/min, a 37°C y protegidos de la luz.

Posteriormente se procedidé a la incubacién con el compuesto fendlico. Se
anadieron 50 yL de concentraciéon 100 uM, 100 uL de agua destilada o 150 pL
en las muestras contfrol. En aquellas muestras de tejido a las que ya
previamente se les ha inducido el dano por hipoxia y han sido incubadas con
el compuesto fendlico (tejido sometido a HR), el volumen anadido de agua

destilada fue de 150 plL a fin de igualarlos.

Tras la incubacion con el compuesto fendlico durante 30 minutos a 37 °C
en agitacion continuag, se les anadid a las muestras un volumen de 500 pL de
una solucién de dcido tiobarbiturico al 0,5% en dacido tricloroacético (20%). De
esta forma, se produce una reaccidn colorimétrica que pone de manifiesto los
TBARS formados en el paso anterior. La incubaciéon con dcido tiobarbitlrico se
llevé a cabo en un bano termostatado a 100°C durante 15 minutos, protegidas
las muestras de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacién, la reaccién se
detuvo con hielo. Las muestras fueron vertidas a tubos de pldstico siliconados y

centrifugadas a 2000 g durante 15 minutos a 4°C. Una vez obtenido el
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sobrenadante, se procedid a su medicidn mediante un espectrofluorimetro a

una longitud de onda de 532 nm en el espectro de luz visible.

El valor de la absorbancia resultante fue transformado en nmoles de TBARS
mediante su interpolacién en la curva de calibracion estdndar de TBARS
realizada previomente. Para la obtencidn de ésta se empled MDA-bis-
diefilacetal en un rango de concentraciones de 0 a 100 nmol/L y siguiendo la
metddica anteriormente descrita para la determinacion de TBARS en los tejidos

utilizando como sustituto del tejido, concentraciones crecientes de TBARS.

Los datos de la curva estdndar de TBARS se analizaron mediante un
programa de regresidon no lineal y, sobre estos datos, se compararon las
absorbancias de las muestras, obteniéndose la canfidad de TBARS de las

mismas en nmol/mL.

Los valores de TBARS en nmoles producidos por las muestras se
relacionaron posteriormente con los miligramos de proteinas existentes en ellas,
expresando el indice de productos lipidicos reaccionantes con el dcido

tiobarbitlrico en Ultimo término en nmoles de MDA/mg de proteinas.
c) Determinacidon de proteinas

Se empled el mismo nUmero de tubos como muestras se obtuvieron. A
cada tubo se le adiciond 50 pL de las muestras. El blanco del experimento se
compuso de 50 L de disolucidon de NaCl 5N. A continuacién se anadieron 2,5
mL del reactivo de Bradford (1000 mL: 0,1 g de Brillant Blue. SIGMA Chemical
Co. USA; 50 mL de Alcohol etilico al 96% (P/V). Probus; 100 mL de d&cido
ortofosférico, Montplet & Esteban) a cada tubo y se agitaron. Tras un periodo
de incubaciéon de 5 minutos a temperatura ambiente, se procedié a realizar la
medicion de las proteinas en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de
595 nm.

El valor de las proteinas se halld a través de la recta de calibrado
correspondiente donde “y" representa la absorbancia de cada muestra y “x"

la concentracion de proteinas expresada en ug prot/100 wL.
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4.4.6.2.2. Determinacidn de los niveles de glutation

Para el desarrollo de esta experiencia se tomaron entre 50 y 90 mg de
tejido, que una vez pesados, fueron homogeneizados manualmente en un
volumen fijo de 1 mL de tampdn fosfato sédico 0,1 M (pH 8,0). Una vez
obtenida una mezcla homogénea se anadid 0,25 mL de dcido fosférico al

25%.

En los casos de incubaciéon con algun compuesto (protocolo aplicable al
tejido no sometido al proceso de HR) éste se hizo en un volumen de 50 uL y en
las mismas condiciones expresadas para la técnica de la peroxidacion lipidica.
La incorporacién o no de DEM se hizo conjuntamente con el compuesto y
durante el mismo periodo de tiempo y condiciones. Al finalizar dicha

incubacion se anadid el dcido ortofosforico.

Esta solucion contenida en el homogeneizador fue vertida en un tubo
siliconado para proceder a su centrifugacién, la cual se realizd a 13000 g

durante 15 minutos a una temperatura de 4°C.

Durante la espera de la centrifugacion, se elabord una curva patrén de
GSH a partir de una disolucion 1 M (3,073 mg de GSH en 10 mL de tampdn
fosfato sddico), realizando sucesivas diluciones: 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
1/256, 1/512, 1/1024 y 1/2048. Todo ello se mantuvo en frio utilizando hielo

triturado y agua.

Una vez finalizada la cenfrifugacion se recogid del sobrenadante del cual
200 pL se utilizaron para la determinacion de GSSG vy se le anadieron 8 L de 4-
vinilpiridina (V3204. Sigma-Aldrich. USA) con objeto de bloquear todo paso de
glutation reducido a oxidado. Se incubd durante 1 hora a temperatura

ambiente.

Tras la incubacién, se anadieron a los tubos 0,9 mL de tampdn fosfato
sédico a todos los tubos, 50 uL de las muestras o bien, de la correspondiente
concentracién estdndar, y por Ultimo, 50 uL de o-phtalaldehido (P0657, Sigma-
Aldrich, USA). Se agitaron y se incubaron durante 15 minutos. Transcurrido este
tiempo se procedid a la lectura en el espectrofluorimetro, utilizando una

longitud de onda de excitacion de 350 nm y de emision de 440 nm,
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obteniéndose los valores de la recta de calibrado, GST y GSSG. Se hallaron los

valores de GSH a través de la siguiente ecuacion:
GSH = GST - GSSG
Finalmente, se calculd el porcentaje de glutation en su forma oxidada:

GSSG x 100
% GSSG = -
GSH + GSSG

Los valores de glutation fueron expresados en umol/g de tejido.

4.4.6.2.3. Determinacién de los niveles intracelulares de especies reactivas de
oxigeno (ERO:s)

Tras el sacrificio animal, se obtuvieron las secciones necesarias del tejido
de cerebro medio las cuales fueron sometidas a un flujo constante de oxigeno
en incubacién con un tampdn de estabilizacion durante 10 minutos a 37°C.
Tras este periodo, se recogié una muestra de tejido y sobrenadante para las

determinaciones pertinentes.

Tras la primera fase de estabilizacion, las secciones de tejido restantes
fueron incubadas con una solucion TmM de -BOOH durante 30, 60, 90 y 120
minutos. El tejido una vez trascurrido el periodo de incubacion fue procesado
de inmediato mediante homogeneizacion manual empleando una dilucién
1:10 del tejido en buffer tris-HCI 50 mM, pH 7,4. Posteriormente, las muestras
fueron centrifugadas a 3000 rom durante 10 minutos a 4°C. Asi, se obtfuvo la
fraccion Si sobre la cual se realizaron las determinaciones posteriores. Para la
medicidn del contenido intracelular de radicales libres se empled 100 uL de las
muestras obtenidas en cada uno de los tiempos de incubacidn a las que se
adiciond 20 pL de una solucion 1 mM de 27,7 -diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA, Sigma-Aldrich). Finalmente, para alcanzar un volumen final de 2 mL
se anadieron 1880 uL de buffer tris-HClI 10 mM, pH 7.4. Las muestras fueron
incubadas en oscuridad a 37°C durante tiempos de 30 y 60 minutos
obteniéndose valores de fluorescencia tras su medicion en el

espectrofluorimetro.

La determinacion se llevé a cabo mediante lectura a dos longitudes de

onda diferentes, 485 y 520 nm. Los datos fueron expresados como los valores
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resultantes de la diferencia de ambas mediciones e interpolados en la recta
de calibrado. Esta fue hallada a partir de las concentraciones 0, 5, 10, 50, 100 y

300 uM de una solucion de diclorofluoresceina (DCFH, Sigma-Aldrich).

4.4.7. Andlisis estadistico de los resultados

Los datos expresados en el texto, tablas y figuras recogidos en el apartado
5.4 representan la media * error estdndar de la media (EEM) de los animales
utilizados. La valoracion estadistica de dichos resultados se realizd mediante la

utilizacion del paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI.

Las diferencias entre los distintos tfratamientos con respecto al grupo control
o niveles basales, segun el estudio, se han establecido mediante la aplicacion
de test de ANOVA de una sola via. En todos los casos, se ha asumido

significacion estadistica con un valor de p<0,05.
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4.5.1. Animal de experimentacion

Los animales utilizados fueron ratas macho albino de la cepa Wistar, con
un peso comprendido entre 270-320 g. Las ratas fueron mantenidas en
condiciones de temperatura constante (22 + 2°C), humedad relativa (60%),
con ciclos alternos de luz y oscuridad de 12 horas vy libre acceso de comida y
agua. Los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con la hormativa
de la Unidon Europea (2010/63/EU), siguiendo las bases reguladoras de Espana
(BOE 34/11370-421, 2013) para el uso de animales de laboratorio y aprobado

por el comité cientifico de la Universidad de Sevilla.

4.5.2. Compuestos de andlisis

Los compuestos empleados como potenciales inhibidores de la COMT
fueron los siguientes: hidroxitirosol (HTy), nitrohidroxitirosol (NO2HTy), acetato de
nitrohidroxitirosilo  (NO2HTy-A), éter efilico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E).
También se empled el inhibidor comercial 2'-fluoro-3,4-dihidroxi-5-
nitrobenzofenona (Ro 41-0960) de Sigma Chemical Co., MO, USA.

Para el andlisis de dopamina (DA) y sus metabolitos por HPLC se utilizaron
los siguientes patrones: 3-hidroxi-tiramina (DA), acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC), dacido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y dcido homovanilico (HVA),

todos ellos suministrados por Sigma Chemical Co., MO, USA.

4.5.3. Tipos de estudio

Se realizaron dos tipos de experimentos: un primer estudio en muestras de
tejido cerebral (cuerpo estriado) y un segundo en dializados obtenidos por la

técnica de microdidlisis.
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4.5.3.1. Estudio en tejido
Los animales fueron divididos en dos grupos principales:

a) Tratamiento agudo: los animales recibieron una Unica dosis
infraperitoneal (20 mg/Kg) entre las 10:00 y 11:00 a.m. y, dos horas después,

fueron sacrificados.

b) Tratamiento crénico: los animales recibieron, diariamente, una dosis
infraperitoneal de 20 mg/Kg durante cinco dias consecutivos entre las 10:00 y
11:00 a.m. y fueron sacrificados el Ultimo dia, dos horas después de la Ultima

administracion.

Cada grupo principal de estudio fue dividido en seis subgrupos
experimentales a los cuales se les administrdé de forma sistémica solucion salina,
el inhibidor comercial Ro 41-0960 y los compuestos fendlicos HTy, NO2HTy,
NO2HTy-A y NO2HTy-E.

Tras la decapitacion, una vez extraido el cerebro, se disecciond la region
correspondiente al cuerpo estriado que, posteriormente, fue congelada en
nitrogeno liquido y aimacenada a -80°C hasta su andlisis posterior (el tiempo
total para el aislamiento del cerebro fue inferior a 3 minutos). Debido a que el
tiempo transcurrido entre la decapitacion y la extraccion con dcido percldrico
fue muy corto, los cambios postmorten de los niveles intracelulares de aminas
bidgenas y metabolitos no fueron significativos (Roubein y cols., 1979). Para su
andlisis, el tejido objeto de estudio fue pesado vy, posteriormente,
homogeneizado por sonicacion sobre hielo en acido percldérico 0,1 M (30 pL de
dcido perclérico por cada mg de tejido fresco) con ayuda de un Hielscher
UP100H Ultrasonic, Teltow, Germany. Las muestras fueron centrifugadas a 3.000
g. durante 15 minutos, a 4°C y el sobrenadante fue filtrado a fravés de un filtro
de nylon de 0,22 um de didmetro de poro (Spin-X centrifuge tube filter, Corning
Incorporated, NY, USA). Las muestras fueron inyectadas a fravés de una vdlvula
de inyeccion de alta presion (Rheodyne, CA, USA) empleando un ‘loop’ de
10uL.
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4.5.3.2. Estudio en dializado: microdidlisis
4.5.3.2.1. Construccion de la cdnula de microdidlisis

Las cdnulas utilizadas en este estudio fueron en forma de ‘I'-shaped
(Sanfiago y Westerink, 1990). Estan constituidas por un tubo de polietileno PE20
(d.i., 0,38 mm; d.e., 1,09 mm) de 1,5 cm al cual se le practica una fisura por la
gue se introduce un tubo capilar de silice de 2,5 cm. Este capilar se recubre
por un extremo con un tubo metdlico de 25 ga de 1 cm de longitud vy, por el
otro, con la membrana dialitica tubular semipermeable de éster de celulosa
saponificado (didmetro de poro 10.000 dalton) de 6 mm, sellada en su extremo
distal con cianocrilato. La unién de la membrana dialitica, por un lado, y del
tubo metdlico, por otfro lado, al PE20 se realiza con epoxi afiimando esta Ultima
zona con cemento dental. La longitud de la membrana dialitica libre (4 mm
para las cdnulas implantadas en el cuerpo estriado) se determina obturando

el resto de la membrana con silicona.
4.5.3.2.2. Procedimiento quirdrgico

Los animales fueron pesados y anestesiados con hidrato de cloral (400
mg/kg) por via intraperitoneal. También se les aplicd localmente lidocaina

(10% p/v en aguaq).

Se utilizd un aparato estereotdxico de David Kopf-6000 para roedores
(Figura 4.5). Las coordenadas para la implantacion estereotdxica de las
cdanulas, segun el atlas de Paxinos y Watson, (1986) fueron: anterior +0,6 mm,
lateral £ 2,8 mm, ventral 6,0 mm, desde el punto bregma y la duramadre, para

ambos cuerpos estriados.

Una vez abierta la piel con un bisturi y colocadas sendas pinzas
hemostaticas, se procedid a la localizaciéon del punto bregma. La cdnulg,
sostenida en un brazo del estereotdxico, se situd justo en el punto bregma, se
tomaron las coordenadas citadas anteriormente y se senalaron sobre el
crdneo los puntos donde fueron implantadas ambas cdnulas. Con ayuda de
una fresa de corona esférica, conectada a un motor portafresas, se abrieron
dos orificios para la colocacidon de sendos tornillos de fijacion Micro-57.
Asimismo, también se abrieron los orificios senalados para la implantacion de

las canulas. A continuacion, el extremo inferior de la cdnula se situd sobre la
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duramadre que quedd expuesta tras realizar el orificio. A partir de este punto,
se infrodujo la cdnula a la profundidad debida segun su implantacion en el
cuerpo estriado. El implante se fij6 con cemento dental, englobando a los
tornillos de fijacion. Una vez fraguada la pasta, se retiraron las pinzas
hemostdticas y se procedid a la sutura de la piel. Después de la operacion las
ratas fueron alojadas en jaulas de pldastico de dimensiones 35 x 35 x 40 cm
(Figura 4.5). Los experimentos se llevaron siempre a cabo 24-48 horas después
de la implantacion de la cdnula. No es recomendable proseguir en los dias
posteriores por la apariciéon de gliosis alrededor de la cdnula que disminuye su

eficiencia.

Figura 4.5
Imdgenes del proceso quirlrgico de implantacién de la cdnula de microdidlisis y
mantenimiento del animal durante el protocolo experimental

4.5.3.2.3. Procedimiento de perfusion intracerebral. Microdidlisis

La perfusion intracerebral se realizd en el animal despierto, con libertad de
movimiento, mediante un sistema "on-line" totalmente automdatico (Westerink y
cols., 1987). La entrada de la cdnula de didlisis se conectdé a una bomba de
perfusion (Harvard apparatus, mod. 22) y la salida a la vdlvula de inyeccion
(Rheodyne 7000). Estas conexiones se hicieron con dos tubos de polietileno
PE10 (d.i., 0,28 mm; d.e., 0,61 mm) de 40 cm de longitud. Las perfusiones se
realizaron usando una solucién Ringer a un flujo de 3 pL/min (ver figura 4.6). La
composicidon de la solucidn Ringer fue: NaCl, 140 mM; KCI, 4,0 mM; CaCly, 1,2
mM; y MgClz, 1,0 mM. Desde que las drogas incluidas en la solucién Ringer son

impulsadas por la bomba de perfusion hasta que la primera muestra con
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drogas es inyectada en la columna hay un fiempo de retraso de 30 minutos.
Los datos presentados en esta tesis han sido corregidos teniendo en cuenta
este tiempo de retraso. Mediante un temporizador electrénico, la valvula de
inyeccion se mantiene en la posicion de carga durante 15 minutos en los que
el ‘loop’ de 40 uL se llena con el dializado. Entonces, la vdlvula cambia
automdticamente a la posicion de inyeccion durante 15 segundos. Este
proceso se repite cada 15 minutos, que es el tiempo necesario para llevar a

cabo un cromatograma completo.

El protocolo experimental de perfusidon consistié en la perfusion de los
compuestos tras hacer circular durante 1 hora solucién Ringer a través de la
cdnula implantada. Después de la administracion de los compuestos objeto

de estudio se siguieron recogiendo muestras durante 2 horas y media.

Solucion de Ringer

Figura 4.6
Protocolo experimental

4.5.3.2.4. Cuantificacién de los metabolitos de DA por HPLC

Los niveles de DA y sus metabolitos fueron analizados por cromatografia
liguida de alta resolucion y deteccién electroquimica (HPLC-ED), usando un
electrodo de carbdn vitreo (DECADE Il, ANTEC LEYDEN, The Netherlands)
ajustado a 650 mV para la determinacion en tejido en muestras de dializado.
Se utilizé una bomba Merck L-6200. La columna andlitica ufilizada fue una
Merck Lichrocart de fase reversa con relleno Lichrospher Cis de 5 ym de

didmetro de poro y de dimensiones 125 x 4 mm.
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La composicion de la fase movil fue la siguiente: acetato sédico 0,05 M
(Carlo Erba Reagenti), dcido octanosulfénico 0,4 mM (Janssen Chimica), dcido
etilendiaminotetracético (EDTA) 0,3 mM (Sigma Chemical Co.) y 70 mL de
metanol (Merck), en un volumen final de 2 litros, ajustdndose el pH a 4,1 con
dcido acético. El agua utilizada fue desionizada (Milli-Q Reference, Millipore).
La fase movil se filtrd a través de filtros de 0,45 um de didmetro de poro
mediante vacio y se desgasificd por ultrasonido para eliminar las pequenas
burbujas de aire que puedan interferir en el andlisis. Los andlisis se llevaron a
cabo, isocraticamente, a temperatura ambiente y a un flujo de 1,0 mL/min, en

ambas determinaciones de tejido y dializado.

La concenfracion de DA, DOPAC, 5-HIIA y HVA se calculd mediante la
inyeccion en el HPLC de un patrdn puro, el cual se prepard en una solucién de
dcido formico al 0,05% con EDTA y se conservd a 4°C hasta el momento de su

utilizaciéon (mdaximo 1 semana).

Los niveles intra- y exiracelulares de DA, DOPAC, 5-HIIA y HVA se
identificaron y cuantificaron comparando el tiempo de retencion (TR) y drea
de sus picos con los de los patrones puros de concentracién conocida. Los
niveles de DA y sus metabolitos fueron calculados con ayuda de eDAQ

PowerChrom 280 software.

4.5.4. Andlisis estadistico de los resultados

Para el andlisis fue empleado el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVI. Los resultados son expresados como la media = EEM. En el
estudio en tejido, las medias de las concentfraciones de DA y sus metabolitos
en los tratamientos agudo y crénico fueron comparadas por ANOVA de una
sola via. Cuando el valor de P fue mayor del 95% del nivel de confianza, se
realizé la comparacion de las medias usando el test LSD para post hoc
multiple range comparisons. Un nivel de alfa menor de 0,05 fue considerado
como una diferencia significativa. El test t de student se usd para comparar los
valores entfre diferentes fratamientos al mismo tiempo de recoleccidén de

muestra de dializado.
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5. Resultados

5.1.1. Preparacion y caracterizacion de ésteres de nitrohidroxitirosilo

Siguiendo el procedimiento descrito en los apartados 4.1.4.y 4.1.5. se han

preparado los siguientes compuestos:

5.1.1.1. Acetato de nifrohidroxitirosilo (50)
4 2 . Se prepard a partir de 49 usando como eluyente para
HO
5 3 YQ la columna de cromatografia una mezcla de dietil

HO™6 7 8 'NO2 éter/hexano 5:1. Se obtuvo el producto puro como un

sélido blanco (96%). P.f.: 107-109°C; 'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & ppm 10,11
(bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,46 (s, 1H, H7), 6,74 (s, 1H, H4), 4,18 (t, J=6,6 Hz, 2H, H:),
3,06 (1, 2H, Hz2), 1,94 (s, 3H, Hz'); BC-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 170,2 (C1),
151.2 (Cs), 144,2 (Ce¢), 139.,8 (Cs), 126,2 (Cs), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,4 (C1), 31,8
(C2), 20,6 (Cz2); MS-HR (Cl), m/z calculado para CioHiiNOs [M]* 241,0586.
Encontrado: 241,0591 (1,2 ppm).

5.1.1.2. Butirato de nitrohidroxitirosilo (51)

HO O\yfb\\ Se prepard a partir de 49 siguiendo el procedimiento

j@\/ o 2 general usando como eluyente para la columna de
"o NO2 cromatografia una mezcla de dietil éter/hexano 3:1.
Se obtuvo el producto puro como un sirupo (70%). TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds)
6 ppm 10,34y 9,85 (2 bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,46 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 1H, H4), 4,20
(t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, Hz2), 2,20 (t, J=7,2 Hz, 2H, H2'), 1,48 (m, 2H, Hs'), 0,81
(t, J=7,4 Hz, 3H, He'); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) § ppm 172,5 (C1), 151,2 (Cs),
144,2 (C¢), 139,7 (Cs), 126,3 (C3), 118,5 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 35,3 (C2), 31,9
(C2), 17.8 (Csz), 13,3 (C#); MS-HR (FAB) m/z calculado para Ci2HisNO«Na
[M+Na]* 292, 0797. Encontrado: 292,0796 (0,4 ppm).
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5.1.1.3. Hexanoato de nitrohidroxitirosilo (52)

Siguiendo el procedimiento general anteriormente
Homo 4~ descrito se prepard a partir de 49 usando como
HO NO2 © eluyente para la columna de cromatografia una
mezcla de dietil éter/hexano 5:1. El producto puro se obtuvo como un sirupo
(80%). "H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,10 (bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,46 (s,
1H, H7), 6,73 (s, TH, H4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H:), 3,07 (t, 2H, Hz2), 2,20 (t, J=7.4 Hz,
2H, Hz'), 1,45 (m, 2H, Hz), 1,21 (m, 4H, Hs' y Hs'), 0,82 (t, J=7,4 Hz, 3H, He¢'); 13C-RMN
(125 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 172,7 (Cr), 151,2 (Cs), 144,1 (Cs), 139,7 (Cs), 126,2
(Cs), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2), 31,8 (C2), 30,5 (C«), 24,0 (Cs),
21,7 (Cs), 13,7 (Cs); MS-HR (FAB) m/z calculado para CisHi9NO¢Na [M+Na]*
320,1110. Encontrado: 320,1107 (1,0 ppm).

5.1.1.4. Octanoato de nitrohidroxitirosilo (53)

HO ON/H\ Se prepard6 a partr de 49 siguiendo el
D\/\/ 3 ¢ procedimiento general usando como eluyente
HO NO2 para la columna de cromatografia una mezcla de
dietil éter/hexano 5:1. Se obtuvo el producto puro como un liquido incoloro
(72%). "H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,10 (bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,47 (s,
1H, H7), 6,73 (s, TH, H4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H:), 3,07 (t, 2H, H2), 2,20 (t, J=7,4 Hz,
2H, Hz2'), 1,44 (m, 2H, Hz'), 1,21 (m, 8H, H4-H7), 0,82 (t, J=7,4 Hz, 3H, Hs'); 13C-RMN
(125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 172,7 (Ci), 151,2 (Cs), 144,2 (C¢), 139,7 (Cs), 126,3
(Cs), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,5 (C2), 31,9 (C2), 31,1 (C¢), 28,4 - 28,3
(Csy y Cs), 24,4 (Cz), 22,0 (C7), 13,9 (Cs); MS-HR (Cl) m/z calculado para
Ci16H24NOg [M+H]+ 326,1604. Encontrado: 326,1601 (0,8 ppm).

5.1.1.5. Decanoato de nitrohidroxitirosilo (54)

HO o Se prepardé a partir de 49 usando como eluyente

D\/\/ EHS\ para la columna de cromatografia una mezcla de
Ho NO2 dietil éter/hexano 1:1. Se obtuvo el producto puro
como un solido blanco (81%). P.f.: 65-66°C; TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm
10,33 y 9,84 (2 bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,47 (s, 1H, H7), 6,74 (s, 1H, Ha4), 4,20 (t,
J=6,5 Hz, 2H, Hi), 3,07 (t, 2H, H2), 2,21 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2'), 1,45 (m, 2H, Hs'), 1,22
(M, 12H, He-Ho'), 0,84 (1, J=6,9 Hz, 3H, Hio’'); 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm
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172,6 (Ci1v), 151,1 (Cs), 144,1 (Ce), 139,7 (Cs), 126,2 (Cs), 118,4 (C4), 112,2 (C7),
63,2 (C1), 33,4 (Cz2), 31,8 (C2), 31,2 (Cs'), 28,7-28,3 (Ca-C7), 24,2 (Cs'), 22,0 (Co),
13.8 (Cio); MS-HR (FAB) m/z calculado para CisHsNOsNa [M+Na]+ 376,1736.
Encontrado: 376,1736 (0,0 ppm).

5.1.1.6. Laurato de nitrohidroxitirosilo (55)

Siguiendo el procedimiento general anteriormente

HO o\(@\
:@E\/ O 10" descrito se prepard a partir de 49 usando como

HO NO» ,
eluyente para la columna de cromatografia una

mezcla de dietil éter/hexano 2:1. Se obtuvo el producto puro como un sdlido
blanco (58%). P.f.: 76-77°C; 'TH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 10,10 (bs, 2H, 2
OH fendlicos), 7,47 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 1H, Ha4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, Hi), 3,07 (t, 2H,
Hz), 2,21 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2'), 1,44 (m, 2H, H3'), 1,22 (m, 16H, Hs-H11"), 0,84 (1, J=6,9
Hz, 3H, Hiz'); C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 172,6 (Ci'), 151,2 (Cs), 144,1
(Cs), 139.,7 (Cs), 126,2 (C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2), 31,8 (C2),
31,2 (Cio), 28,9-28,3 (C+-Cy), 24,3 (Cs), 22,0 (Ci17), 13,9 (Ci12’); MS-HR (FAB) m/z
calculado para CaH3iINO¢Na [M+Na]* 404,2049. Encontrado: 404,2045 (1,0
ppPm).

5.1.1.7. Miristato de nitrohidroxitirosilo (56)

Se prepard a partir de 49 siguiendo el procedimiento

HO o\n/(—}\
:@]\/\/ S 12 general usando como eluyente para la columna de

HO NG, cromatografia una mezcla de dietil éter/hexano 2:1.

Se obtuvo el producto puro como un sdélido blanco (60%). P.f.: 84-85°C; 'H-RMN
(500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 10,11 (bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,46 (s, 1H, H7), 6,73 (s,
1H, Ha4), 4,20 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, H2), 2,20 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2'), 1,44 (m,
2H, Hs), 1,22 (m, 20H, Ha-His'), 0,84 (t, J=6,9 Hz, 3H, His); *C-RMN (125 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 172,7 (Ci), 151,2 (Cs), 144,1 (Cs), 139,7 (Cs), 126,2 (C3), 118,4
(C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2), 31,8 (C2), 31,2 (Ci2), 29,0-28,3 (C4-C117), 24,3
(Cs3), 22,0 (Ci3), 13,2 (Cig); MS-HR (FAB) m/z calculado para Ca22H3sNOgNa
[M+Na]* 432,2362. Enconfrado: 432,2361 (0,2 ppm).



5. Resultados

5.1.1.8. Palmitato de nitrohidroxitirosilo (57)

HO o El éster correspondiente se prepard a partir de 49

j@\/ 3 14 siguiendo el procedimiento general y usando como
HO NO; eluyente para la columna de cromatografia una
mezcla de diefil éter/hexano 2:1. Se obtuvo el producto puro como un sdélido
blanco (55%). P.f.: 90-21°C; 'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 10,12 (bs, 2H, 2
OH fendlicos), 7,47 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 1H, Ha4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H,
Hz), 2,20 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2'), 1,44 (m, 2H, Hs'), 1,22 (m, 24H, Hs-H15), 0,84 (1, J=6,9
Hz, 3H, Hie'); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6§ ppm 172,6 (C1'), 151,2 (Cs), 144,
(Cs), 139,7 (Cs), 126,2 (C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2), 31,8 (C2),
31,2 (Cis), 29,0-28,3 (C4-Ci3), 24,3 (Cs), 22,0 (Ci57), 13,9 (Cis'); MS-HR (FAB) m/z
calculado para Ca4HisNO¢Na [M+Na]* 460,2675. Encontrado: 460,2689 (3,0
PPmM).

5.1.2. Preparacion y caracterizaciéon de éteres de nitrohidroxitirosilo

Siguiendo el procedimiento descrito en los apartados 4.1.4.y 4.1.5. se han

preparado los siguientes compuestos:

5.1.2.1. 4-(2-Metoxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (58)

HO 4 2 o1 Se prepard a partir de 36 siguiendo el procedimiento
\ . . 7

5 31 general de nitracion usando como eluyente para la

HO™ 6 =78 'NO2 columna de cromatografia una mezcla de acetato

de etilo/hexano 2:1. El producto puro fue obtenido como un sdlido blanco
(68%). P.f.: 152-154°C; 'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 10,06 (bs, 2H, 2 OH
fendlicos), 7,45 (s, 1H, H7), 6,75 (s, 1H, H4), 3,48 (t, J=6,6 Hz, 2H, H:1), 3,21 (s, 3H,
Hi), 2,99 (t, 2H, Ha); BC-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 151,0 (Cs), 143,9 (Ce),
139,6 (Cs), 127,3 (C3), 118,3 (C4), 112,0 (C7), 71,7 (C1), 57,8 (C17), 32,5 (C2); MS-HR
(Cl) m/z calculado para CyH1INOs [M]* 213,0637. Encontrado: 213,0632 (2,5
pPm).
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5.1.2.2. 4-(2-Etoxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (59)

HO o~ Se prepard a partir de 37 segin el procedimiento

ji;(\/ general de nitracién, usando como eluyente para la
HO NO2 columna de cromatografia una mezcla de acetato
de eftilo/hexano 2:1. Se obtuvo el producto puro como un sélido blanco (73%).
P.f.: 94-96°C; 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 10,11 (bs, 2H, 2 OH fendlicos),
7,44 (s, 1H, H7), 6,76 (s, 1H, H4), 3,51 (t, J=6,7 Hz, 2H, Hi), 3,39 (c, J=7,0 Hz, 2H, H1),
2,99 (t, 2H, H2), 1,06 (t, 3H, H2"); 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 151,0 (Cs),
143,9 (C¢), 139.8 (Cs), 127,3 (Cs), 118,3 (C4), 112,0 (C7), 69,6 (C1), 65,2 (Ci°), 32,8
(C2), 15,0 (C2); MS-HR (CI) m/z calculado para CioHisNOs [M+H]+ 228,0872.
Encontrado: 228,0867 (2,2 ppm).

5.1.2.3. 4-(2-Butoxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (60)

HO e} Se prepard a partir de 38 siguiendo el procedimiento

:@\/\/ % general de nitracién usando como eluyente para la
HO NO2 columna de cromatografia una mezcla de
cloroformo/metanol 40:1. El producto puro fue obtenido como un sirupo (63%).
'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 10,2 (bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,44 (s, 1H, H7),
6,75 (s, 1H, H4), 3,51 (1, J=6,7 Hz, 2H, H1), 3.33 (t, J=6,5 Hz, 2H, Hi"), 2,99 (t, 2H, H2),
1,42 (g, 2H, H2), 1,26 (m, 2H, Hs), 0,84 (f, J=7,0 Hz, 3H, H«); 13C-RMN (125 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 151,0 (Cs), 143.,8 (Ce), 139.8 (Cs), 127,4 (Cs), 118,4 (C4), 112,0
(C7), 69.8 (C1), 69.6 (Ci17), 32,8 (C2), 31,2 (C27), 18,8 (Cs7), 13,7 (C«); MS-HR (ClI)
m/z calculado para Ci2HisNOs [M+H]* 256,1185. Encontrado: 256,1183 (0.8
pPm).

5.1.2.4. 4-(2-Hexiloxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (61)

HO O\f’)/ Se preparé a partir de 39 segun el procedimiento

D\/\/ 5 general, aunque en este caso se hizo necesaria la
HO NO2 adicién de un 10% de metanol como cosolvente, y
usando como eluyente para la columna de cromatografia una mezcla de
cloroformo/metanol 40:1. Se obtuvo el producto puro como un sirupo (74%).
TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,02 (bs, 2H, 2 OH fendlicos), 7,44 (s, 1H,
H7). 6,75 (s, TH, H4), 3,50 (t, J=6,7 Hz, 2H, H1), 3,32 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1"), 2,99 (1, 2H,
Hz); 1,43 (9, 2H, Hz27), 1,26-1,20 (m, 6 H, Hs~-Hs"), 0,83 (1, J=7,0 Hz, 3H, He¢'); 1*C-RMN
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(125 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 151,0 (Cs), 143,8 (Cs), 139.8 (Cs), 127,4 (Cs), 118,4
(C4), 112,0 (C7), 69,9 (C1), 69.8 (Ci7), 32,7 (C2), 31,0 (Cs), 29.1 (C27), 25,2 (C37), 22,0
(Cs), 13,8 (Cs¢); MS-HR (Cl) m/z calculado para CisH2NOs [M+H]+ 284,1498.
Encontrado: 284,1494 (1,4 ppm).

5.1.2.5. 4-Nitro-5-(2-octiloxietillbenceno-1,2-diol (62)

HO o Se prepardé a partir de 40 de forma similar al

II\/ \ﬁ; compuesto anterior, usando como eluyente para la
HO NO2 columna de cromatografia una mezcla de acetato
de etilo/hexano 1:1. Se obtuvo el producto puro como un sdlido blanco (66%).
P.f.: 84-86°C; 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,02 (bs, 2H, 2 OH fendlicos),
7,44 (s, TH, H7), 6,75 (s, 1H, Ha), 3,50 (t, J=6,7 Hz, 2H, Hi1), 3,32 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1"),
2,99 (t, 2H, H2); 1,43 (g, 2H, Hz27), 1,26-1,20 (m, 10 H, H3-H7), 0,84 (t, J=7,0 Hz, 3H,
Hs); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 151,0 (Cs), 143,8 (Cs), 139,7 (Cs), 127.,4
(Cs), 1183 (C4), 112,0 (C7), 69.9 (C1), 69.8 (Ci17), 32,7 (C2), 31,2 (C¢), 29.1 (C2).
28,7 (C«), 28,6 (Cs7), 25,6 (C3z), 22,0 (C7), 13,92 (Cs); MS-HR (Cl) m/z calculado
para CieHasNOs [M+H]+ 312,1811. Encontfrado: 312,1808 (1,0 ppm).
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Con el fin de caracterizar la capacidad anfioxidante de los nuevos
derivados sintéficos de nifrohidroxitirosol (NO2HTy, 49), ésteres (50-57) y éteres
(569-62), se determind la capacidad reductora de radicales libres mediante el
ensayo FRAP y la actividad de secuestro de radicales libres mediante dos
ensayos complementarios, ABTS y ORAC. Asimismo, se empled como
compuesto de referencia el hidroxitirosol (HTy, 2) por sus reconocidas

propiedades anfioxidantes.

5.2.1.Caracterizacion antioxidante de los derivados acilicos de
nitrohidroxitirosol

5.2.1.1. Ensayo FRAP

El  NO2HTy (49) mostré una elevada actividad reductora vy
significativamente superior a la de su precursor natural, HTy (2). La capacidad
antioxidante de los nuevos ésteres de nitrohidroxitirosilo (50-57) varidé
dependiendo de la longitud de la cadena lateral hidrocarbonada (Tabla 5.1).
Asi, mientras acetato (50) y butanoato de nitrohidroxitirosilo (51) presentaron
una actividad antioxidante superior y similar a NO2HTy (49), respectivamente, el
resto de compuestos de la serie (52-57) fueron menos activos que su precursor
(49). En particular, los compuestos decanoato (54), laurato (55), miristato (56) y
palmitato de nitrohidroxitirosilo (57) vieron disminuida significativamente su

potencia antioxidante alcanzando valores inferiores incluso al propio HTy (2).
5.2.1.2. Ensayo ABTS

El estudio de la capacidad de secuestro de radicales libres para NO2HTy
(49) y sus acil derivados (50-57) ofrecié una tendencia similar a la mostrada
para el estudio de la capacidad reductora (ensayo FRAP). Denfro de los
nitfroderivados, el compuesto mds destacable fue acetato de nitrohidroxitirosilo
(50) que mostré una capacidad de secuestro de radicales libres superior a
NO2HTy (49) seguido por el derivado acil butanoato (51), con actividad
semejante al precursor (49). El resto de nitroderivados ensayados (52-57)
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mostraron menor actividad antioxidante que NO2HTy, aungque mayor que HTy
(2). Estos resultados ponen de manifiesto la positiva influencia que el grupo
funcional nitro induce en la capacidad antioxidante de NO2HTy (49) y sus acil
derivados (50-57), mejorando significativamente la actividad en comparacion

con el propio precursor natural, HTy (2) (Tabla 5.1).

Tabla 5.1
Determinacién del poder reductor (FRAP) y capacidad de secuestro de radicales libres (ABTS
y ORAC) de hidroxitirosol (2), nitrohidroxitirosol (49) y los ésteres de nitrohidroxitirosilo (50-57). Los
valores representan la media + la desviacidén estdndar de tres determinaciones para los
ensayos FRAP y ABTS y cuatro determinaciones para el ensayo ORAC. Los resultados se
expresan como capacidad antioxidante equivalente al compuesto Trolox (TEAC, mM).
Diferente letra dentro de la columna indica que los valores son diferentes estadisticamente (p

<0,05)
Compuesto Ensayo FRAP Ensayo ABTS Ensayo ORAC
(mM) (mM) (mM)
2* 1,39 £0,05¢ 0,84 + 0,029 1,92 £0,04¢
49 2,51 £0,04 2,13£0,07° 2,48 £ 0,04
50 3,02 £0,05¢ 2,42 £ 0,08 2,61 £0,05¢
51 2,58 £ 0,03 2,12 £0,06P 2,51 +£0,04P
52 2,21 +£0,03¢ 1,86 £0,05¢ 2,22 £0,06¢
53 1,67 £0,024 1,74+ 0,054 2,14+ 0,04¢
54 0,68 £ 0,06 1,68 £ 0,064 1,94 £0,05¢
55 0,48 £ 0,059 1,50 +0,05¢ 1,88 + 0,044
56 0,35+0,02h 1,35+ 0,04f 1,63 £0,04¢
57 0,21 £0,03 1,36 £ 0,06 1,56 £0,05¢

* Los valores de FRAP y ABTS de HTy (2) han sido publicados previamente
por Mateos y cols (2008) y se incluyen con fines comparativos

5.2.1.3. Ensayo ORAC

Los resultados de la determinacion de la capacidad de secuestro de
radicales libres a través del ensayo ORAC para la serie acilica de compuestos
nitroderivados (50-57) y sus precursores, NO2HTy (49) y HTy (2), estdn de
acuerdo con los resultados presentados de los andlisis FRAP y ABTS (Tabla 5.1).
NO:2HTy (49) mostré una potencia antioxidante superior a HTy (2) mientras que
sus derivados acilicos mostraron diferente comportamiento en relacion a la
longitud de la cadena hidrocarbonada. Por ejemplo, la cadena corta del
acetato (50) y butirato de nitrohidroxitirosilo (51) se asocidé a una actividad

superior o similar a NO2HTy (49), respectivamente, mientras que una longitud de
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cadena superior (5§2-57) indujo una disminucién significativa de la capacidad
antioxidante. En general, casi todos los nitroderivados mostraron una
capacidad antioxidante mayor (49-53) o de igual (54-55) potencia que HTy

(2), excepto los derivados miristato (56) y palmitato de nitrohidroxitirosilo (57).

5.2.2.Caracterizacion antioxidante de los derivados alquilicos de
nitrohidroxitirosllo

5.2.2.1. Ensayo FRAP

El andlisis de la capacidad reductora de los nuevos éteres de
nitrohidroxitirosilo (59-62) también confirid resultados que muestran variaciones
en funciéon de la longitud de la cadena lateral hidrocarbonada (Tabla 5.2). Asi,
los derivados de menor cadena, efil éter (59) y butil éter (60) de
nitfrohidroxitirosilo, presentaron una actividad antfioxidante de mayor e igual
potencia que su precursor, NO2HTy (49), respectivamente. Sin embargo, un
aumento de la longitud de la cadena produjo una disminucion significativa de
la actividad antioxidante para los compuestos hexil éter (61) y octil éter (62),
alcanzando valores inferiores al propio HTy para el caso del nitfroderivado de

mayor longitud de cadena (62).
5.2.2.2. Ensayo ABTS

El estudio de la capacidad de secuestro de radicales libres de los
derivados alqguilicos de nitrohidroxitirosilo (59-62) ofrecidé un pafron bastante
similar al obtenido para el ensayo FRAP. Los nitroderivados alquilicos mds
destacables por su accién antioxidante fueron los de menor longitud de
cadena (etil éter y butil éter, 59-60). El resto de nitroderivados ensayados (61—
62) mostraron menor actividad antioxidante que NO2HTy (49), aunque siempre

superior a la del propio precursor natural HTy (2) (Tabla 5.2).
5.2.2.3. Ensayo ORAC

Los resultados de la determinacion de la capacidad de secuestro de
radicales libres a través del ensayo ORAC para la serie alguiica de
compuestos nitroderivados (59-62) y sus precursores, NO2HTy (49) y HTy (2),
coincidieron en parte con los resultados de los andlisis FRAP y ABTS (Tabla 5.2).

Asi, el compuesto mds antioxidante en comparacion con el NO2HTy (49) fue el
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efil éter (59), mostrando a continuacion una tendencia baijista de la actividad
a medida que aumentaba la longitud de la cadena. Coincidiendo con los
resultfados del andlisis ABTS, todos los compuestos ensayados fueron mads

antioxidantes que el precursor natural, HTy (2).

Tabla 5.2

Determinacién del poder reductor (FRAP) y capacidad de secuestro de radicales libres
(ABTS y ORAC) de hidroxitirosol (2), nitrohidroxitirosol (49) y los éteres de nitrohidroxitirosilo
(89-62). Los valores representan la media * la desviacion esténdar de fres determinaciones
para los ensayos FRAP y ABTS y cuatro determinaciones para el ensayo ORAC. Los
resultados se expresan como capacidad antioxidante equivalente al compuesto Trolox
(TEAC, mM). Diferente lefra dentro de la columna indica que los valores son diferentes
estadisticamente (p < 0,05)

Compuesto Ensayo FRAP Ensayo ABTS Ensayo ORAC
(mM) (mM) (mM)
2* 1,39 £0,05¢ 0,84 £ 0,02¢ 1,92 £0,04f
49 2,51 £0,04P 2,13+ 0,07¢ 2,48 £ 0,04
59 2,68 £ 0,03¢ 2,13 £0,03¢ 2,60 £0,05¢
60 2,52 £0.04 2,00 £0,04° 2,36 £0,04¢
61 1,37 £0,05¢ 1,44 £0,04¢ 2,14 £0,03¢
62 1,01 £0,034 1,26 £0,05¢ 2,01 £0,03¢

* Los valores de FRAP y ABTS de HTy (2) han sido publicados
previomente por Matfeos y cols (2008) y se incluyen con fines
comparativos

5.2.3. Comparaciéon de la actividad antioxidante de las dos series de
compuestos derivados del nitrohidroxitirosol

El andlisis global de la caracterizacién de la actividad antioxidantes de los
derivados acilicos (50-57) y alquilicos (59-62) mediante los ensayos FRAP, ABTS
y ORAC, mostrd la misma relaciéon parabdlica entre el poder antioxidante y la
longitud de la cadena hidrocarbonada lateral, alcanzando un mdximo al
mismo numero de dtomos de carbono, acetato (50) y éter etilico (59), seguido
de un descenso progresivo de la actividad a medida que aumentaba el

tamano de la cadena lateral (Figura 5.1).

Si se compara la actividad antfioxidante de compuestos con el mismo
tamano de cadena lateral pero distinta naturaleza quimica (serie acilica (50—

57) vs serie alquilica (59-62)) se observa una ligera menor actividad de la serie
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alguilica que la acilica y dicha diferencia se acentla para los compuestos mds
lipofilicos (61 y 62) (Ver Figura 5.1, Ensayo FRAP y ABTS).

Ensayo FRAP
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Figura 5.1
Andlisis comparativo de la capacidad antioxidante determinada mediante los ensayos FRAP, ABTS y ORAC
de las dos series de compuestos derivados de NO-HTy con igual longitud de la cadena lateral, en
comparacién con HTy y NOzHTy. Los nUmeros en el eje de abscisas representan el nUmero de dtomos de
carbono de la cadena lateral. Diferente letra (a 6 b) indica diferencias significativas (p < 0,05) al comparar
compuestos homodlogos de la dos series.

En general, los nitfroderivados mostraron mejor capacidad de captacion
de radicales libres que actividad reductora, en particular para los compuestos
mas lipofilicos (Tablas 5.1 y 5.2). Estos resultados podrian estar sefalando a la
actividad de secuestro de radicales liores como el mecanismo preferente de

actuacion para los nitroderivados de HTy.
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Con el fin de ahondar en el conocimiento de la funcidn biolégica de los
nitroderivados de HTy seleccionados (nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49), acetato
de nifrohidroxifirosilo (NO2HTy-A, 50) y éter efilico de nifrohidroxifirosilo (NO2HTy-
E. 59), en base a los resultados obtenidos tras la caracterizacion de su
capacidad antioxidante in vitro, es importante conocer la biodisponibilidad y
metabolismo en nuestro organismo. Asi, se ofrecen los resultados del estudio
del transporte y metabolismo en un sistema modelo del epitelio intestinal,
mediante el uso de monocapas de células Caco-2. Ademds, se incluyen
resultados procedentes del metabolismo hepdtico de estos compuestos en un
sistema modelo celular del higado, mediante el empleo de cultivos celulares

de hepatoma humano HepG2.

5.3.1. Transporte y metabolismo de los compuestos fendlicos in vitro en
células Caco-2

5.3.1.1. Optimizacion del modelo celular de epitelio intestinal humano con
células Caco-2

En primer lugar se hizo necesario poner a punto el modelo de
diferenciacién celular de las células de colon humano Caco-2 en el sistema
de Transwell o bicameral. Se ensayaron distintas condiciones de siembra y
mantenimiento previomente descritas en la bibliografia, utilizando dos
determinaciones, la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y la prueba del
Rojo Fenol, para valorar la estabilidad e integridad de la monocapa celular

Caco-2 ademdas de su monitorizacion por microscopio opftico.

Tomando como referencia el protocolo de Hubatsch y cols. (2007), en el
gue se describe como redlizar los ensayos de permeabilidad de fdrmacos a
través de la monocapa de Caco-2, y a partir de un lote de células de pase 48
proporcionado por el Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad
de Granada, se obtuvieron células diferenciadas estables. Las condiciones
finalmente utilizadas implicé una siembra de 400.000 células por pocillo de 4,67
cm? (Transwell de 6 pocillos y 0,4 um de tamano de poro) mantenidas en

medio DMEM rico en glucosa, HEPES, sin rojo fenol, suplementado con 10% de
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FBS inactivado con calor para desnaturalizar las proteinas (45 min a 56°C)
ademds de un 1% de aminodcidos no esenciales, 10.000 U/mL de penicilina y
1000 pg/mL de estreptomicina. Los Transwells utilizados, de mayor drea que los
del protocolo original (1,1cm?), permitian una monitorizacion mds comoda del
desarrollo de la monocapa de células mediante el microscopio 6ptico,
ademds de presentar mayor volumen apical y basolateral para toma de

muestra y andilisis complementarios de identificacion de metabolitos.

En la Figura 5.2 se representan los valores de TEER, que determina la
resistencia de la monocapa de células Caco-2 al paso de la corriente
eléctrica, durante los dias postsiembra en las condiciones previamente
descritas. Se observaron valores optimos de resistencia en torno al décimo dia
postsiembra, que se mantuvieron hasta al menos los 25 dias de registro.
Aquellos pocillos que mostraban valores anormalmente mds pequenos
indicaban anomalias en la formacién de la monocapa, no utilizdndose para
los ensayos. De manera general, los experimentos de transporte y metabolismo

se llevaron a cabo alos 20-21 dias postsiembra.
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Figura 5.2
Evolucién de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de las células Caco-2
a lo largo del tiempo tras la siembra en el sistema de Transwell

Una vez evaluada la resistencia de la monocapa, y el mismo dia de la
puesta de condiciones con los compuestos fendlicos para llevar a cabo los
estudios de biodisponibilidad, se reservaron dos pocillos para comprobar el
estado de la monocapa mediante la prueba del Rojo Fenol. Este ensayo

cuantifica el paso del colorante fenolsulfonftaleina (PSP) a través de la
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monocapa de células Caco-2, donde la transferencia del colorante PSP es
inversamente proporcional a la integridad de la monocapa. Asi, se valord la
transferencia del colorante PSP en ambos sentfidos, de modo que valores
inferiores a 0,1 % de PSP en el lado contrario al de carga indicaban un estado

6ptimo de la monocapa de las células Caco-2 (Figura 5.3).
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Figura 5.3

Porcentaje del colorante rojo fenol (fenolsulfonftaleina, PSP) en los compartimentos
del Transwell fras su carga en el lado apical (izquierda) y basolateral (derecha)
correspondiente a monocapas de células Caco-2 perfectamente diferenciadas

5.3.1.2. Identificacidn y caracterizaciéon del metabolismo de los
nitroderivados de HTy por células Caco-2

Una vez evaluada la estabilidad de la monocapa de células Caco-2 se

procedid al estudio del metabolismo de los nitrocatecoles.

En la Figura 5.4 se representa el cromatograma correspondiente al andlisis
del medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de las células Caco-2 por
HPLC-DAD, para conocer sus componentes y evitar interferencias con los
nifroderivados de HTy y sus metabolitos. A partir de los 5 minutos se detectaron
dos picos dominantes a tiempo de retencion (TR) 10,4 y 12,4 min junto con
ofros tres picos a TR de 8,1, 14,4 y 16,0 min de menor intensidad, propios del
medio de cultivo, y cuya caracterizacidon nos permitié diferenciar aquellos

resultantes del metabolismo propio de los nitrocatecoles.
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Figura 5.4
Perfil cromatogrdafico a Amax de 280 nm del medio de cultivo utilizado para el mantenimiento
de las células Caco-2

Los experimentos se realizaron con 100 uM de cada compuesto fendlico.
Esta dosis es suprafisioldgica, pues hasta 50 uM se consideran valores realistas
de fenoles presentes en el lumen del tracto gastrointestinal (Covas y cols.,
20060a). Sin embargo se aumentd con objeto de facilitar la identificacion de

posibles metabolitos tanto extra como intracelularmente.

A continuacién, se adicionaron los nitroderivados de HTy apicalmente en
experimentos independientes, disueltos en una solucidbn acuosa con un
pequeno porcentaje de DMSO para favorecer su disolucidn en agua al
preparar la disolucidbn madre, y dcido ascoérbico para protegerlo de la
oxidacién, quedando una concentracion final en el pocillo de 100 uM del
fenol, 0,1% de DMSO y 300 uM de dcido ascorbico. Los fenoles se incubaron
con las células Caco-2 durante 1, 2 y 4 h para evaluar una posible relacion
tiempo dependiente con el rendimiento de la metabolizacién. Mientras que 1
y 2 h emulan el tiempo de permanencia en el fracto gastrointestinal, el fiempo
de 4 h se selecciond para favorecer la formacion de metabolitos y obtener
una mejor caracterizacion metabdlica de estos compuestos. Todos los medios
presentes en ambos lados de la monocapa de células, apical y basolateral,
ademds del contenido citoplasmdtico, se caracterizaron por HPLC-DAD a la

Amax de 280 nm. En general, ademds de los picos propios del medio de cultivo
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se detectaron nuevos picos cromatogrdficos que sugirieron la formacion de

metabolitos a expensas de 10s respectivos precursores.

Seguidamente, con objeto de conocer la identidad molecular de los

potenciales metabolitos se llevaron a cabo diferentes procedimientos:

a) Comparacion de TR vy caracteristicas espectrométricas con los
compuestos estdndares sintéticos. Asi, los compuestos parentales fueron
identificados por comparacién con los espectros y TR de los patrones puros. Los
picos cromatogrdficos de los posibles metabolitos se asignaron en base al
espectro UV-vis, similar al del compuesto original, si bien su TR se vio modificado

por las distintas conjugaciones producidas durante el metabolismo celular.

b) Andlisis y confirmacion de las estructuras por espectrometria de masas
acoplado a HPLC (LC-MS) en modo negativo. Esta técnica permite determinar
la estructura de los metabolitos, glucuronidados, metilados o sulfatados vy

combinacion entre ellos, pero no la posicion de los grupos sustituyentes.

c) Hidrdlisis con la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa de los metabolitos
conjugados. El medio de cultivo que estuvo en contacto con las células Caco-
2 y que contiene los metabolitos derivados de los nitfrocatecoles se tratd con la
enzima B-glucuronidasa/sulfatasa para determinar la presencia de derivados
glucuronidados y/o sulfatados. De este modo, aquellos picos cromatograficos
correspondientes a metabolitos de esta naturaleza, desaparecieron tras la

hidrdlisis con el consiguiente aumento del precursor.

d) Conjugacioén in vitro de los estdndares puros y comparacién con los
obtenidos por biotransformacién. Los derivados metilados y glucuronidados de
nitrocatecoles se confirmaron tras el andlisis cromatogrdfico de los compuestos

obtenidos sintéticamente como se ha descrito en el apartado 4.3.3.2.
5.3.1.2.1. Identificacién de los metabolitos derivados de nitrohidroxitirosol (49)

Previo a la incubaciéon del patron NO2HTy (49) con las células, se evalud
cromatograficamente disuelto en el medio de cultivo a la concentraciéon de
estudio, 100 uM. En la Figura 5.5 se muestra el cromatograma obtenido a 280

nm, observando un intenso pico a TR de 13,4 min correspondiente al
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compuesto 49 (Figura 5.5, panel A) y que no coeluia con el resto de los picos

inherentes al medio ya descritos en la Figura 5.4.
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Figura 5.5
Perfiles cromatogrdficos a Amax de 280 nm del compuesto nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) a
concentracion de 100 uM disuelto en medio de cultivo (Panel A) y tras su incubacién con
células Caco-2 durante 4 horas en el compartimento apical (Panel B) y basolateral (Panel C)

A confinuacion se llevéo a cabo el estudio del metabolismo del nitrocatecol
NO2HTy con las células Caco-2. En la figura 5.5 se representan los
cromatogramas correspondientes al medio de cultivo de los compartimentos
apical (Panel B) y basolateral (Panel C) fras la incubacion de NO2HTy (49) con
las células. Se detectaron seis picos (M1-Mé) aparte del compuesto parental
NO2HTy (49) vy los picos propios del medio. Todos mostraron un espectro UV-vis
similar a NO2HTy, con desplazamientos bato- o hipsocrémicos de uno o dos
maximos de absorcion comprendidos entre 282 a 354 nm, indicando

pertenecer al mismo grupo de compuestos (Ver anexo 9.5).
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Seguidamente se procedié al andlisis y caracterizacion de los metabolitos
presentes en ambos compartimentos mediante los procedimientos citados
anteriormente (apartado 5.3.1.2.). Los picos etiquetados como M1, M2 y M3
aparecian a TR mds pequenos que el NO2HTy (49) indicando una mayor
naturaleza hidrofilica que el precursor. Ademds, desaparecieron tras practicar
la hidrdlisis enzimatica con B-glucuronidasa/sulfatasa, con el subsiguiente
incremento del drea del pico correspondiente al compuesto parental. El pico
M4, aunque de cardcter mds lipofilico que el NO2HTy, también desparecid tras
la hidrdlisis enzimdtica. En paralelo, el andlisis cromatogrdfico de la solucion
resultante tras llevar a cabo la reaccién in vitro de glucuronidacién de NO2HTy
con la enzima UDP-glucuronil transferasa presente en la fraccidén microsomal
de higado de rata y dcido glucurdnico, proporciond dos picos
cromatogrdaficos a los mismos TR que M1y M2: 9,1 y 9,3 min, respectivamente,
e idénticas caracteristicas espectrofotométricas UV-vis. Por Ultimo, el andlisis
mediante la técnica LC-MS mostré un ion cuasimolecular [M-H]” a m/z 374
para M1 y M2 junto con un pico a m/z 198 correspondiente a un ion formado
por la pérdida del grupo glucurénido. Mientras que los picos cromatogrdficos
M3 y M4 proporcionaron un ion [M-H]™ a 388 ademds de los iones-fragmento a
m/z 374, 212 y 198 formados fras la pérdida de 14, 176 y 176+14 unidades de
masa, propio de un radical metilo, un grupo glucurdénido y la suma de ambos,
respectivamente. Todos estos resultados permitieron confirmar la identidad de
M1-M2 como derivados monoglucuronidados de NO2HTy y M3-M4 como

derivados metilglucuronidados de NO2HTy (49).

Por ofra parte, los TR mayores de los metabolitos M5y Mé (21,0 y 24,4 min,
respectivamente) en comparaciéon con NO:2HTy (13,4 min) indicaban un
cardcter mads lipofilico que el precursor. Ademds, estos picos cromatogrdficos
mostraron el mismo TR y espectro UV-vis que dos metil derivados de NO2HTy
obtenidos de forma sintética y no desaparecieron tras el fratamiento con la
enzima B-glucuronidasa/sulfatasa. Estos resultados junto al andlisis por LC-MS
permitieron  finalmente  confirmar su  estructura como  derivados
monometilados, al proporcionar un ion [M-H]" a m/z 212 ademds del ion-

fragmento a relacion m/z 198, correspondiente al precursor NO2HTy.
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En la Tabla 5.3 se indican todos los datos tanto cromatograficos como

espectroscopicos de los compuestos identificados tras el metabolismo de

NO:2HTy (49) con células Caco-2.

Tabla 5.3
Caracteristicas cromatogrdficas y espectroscdpicas de NO2HTy (49), NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E (59)
y los metabolitos formados tras su incubacién con células Caco-2

Compuesto PM (J\?n) ();‘ "r';x) [:Am_/tl)_ fraglr(::anio Estructura propuesta
(m/z)

49 199 13.4 354, hombro a 308 198,0 150, 137 Nitrohidroxitirosol

50 241 32,9 354, hombro a 306  240,0 150 Acetato de nitrohidroxitirosilo
59 227 36.2 354, hombroa 312 226,0 151 Etil éter de nitrohidroxitirosilo
M1 375 2.1 330 3740 198 Monoglucuronidado de 49
M2 375 2.3 290, hombro a 344 3740 198 Monoglucuronidado de 49
M3 389 10,0 282, hombroa 332 388,0 374,212,198 Metilglucuronidado de 49
M4 389 14,0 292, hombroa 342  388,0 374,212,198 Metilglucuronidado de 49
M5 213 21,0 352, hombro a 306  212,0 198 Metil derivado de 49

Mé 213 24,4 354, hombro a 306  212,0 198 Metil derivado de 49

M7 417 26,6 292, hombro a 342  416,0 240 Glucuronidado de 50

M8 403 29,2 292, hombro a 340  402,0 226 Monoglucuronidado de 59
M9 403 29,9 292, hombro a 344  402,0 226 Monoglucuronidado de 59
M10 417 31,0 326 416,0 240 Metilglucuronidado de 59
M11 417 322 286, hombro a 342  416,0 240 Metilglucuronidado de 59

PM: Peso molecular; TR: Tiempo de retencién; Amax: longitud de onda del méximo de absorcién;
[M=H]": lon cuasimolecular; m/z: relacién masa carga

5.3.1.2.2.

Identificacion de

nitrohidroxitirosilo (50)

los metabolitos derivados

de acetafo de

El andlisis cromatografico del compuesto objeto de estudio, NO2HTy-A,

disuelto en medio de cultivo a 100 uM previo a su incubacidn con las células

Caco-2 (Figura 5.6, panel A), dio lugar a un pico infenso a TR de 32,9 min libre

de interferencias con el resto de picos propios del medio.

Por otra parte, el perfil cromatografico obtenido tras el andlisis del medio

de cultivo presente en el compartimento apical (Figura 5.6, Panel B) y

basolateral (Figura 5.6, Panel C), que albergaba los metabolitos generados a

partir de NO2HTy-A (50) en contacto con las células Caco-2, mostraba una

gran coincidencia con lo descrito previamente para el compuesto 49. Asi, se
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detectaron seis picos M1, M2, M3, M4, M5 y Mé de idénticas caracteristicas
espectroscopicas y TR que aquellos derivados del metabolismo de 49 (Figura
5.5). Los ensayos complementarios para la identificacion de metabolitos
(sintesis in vitro, hidrdlisis con la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa y andilisis por
LC-MS) confirmoé fratarse de los mismos derivados monoglucuronidados (picos
M1 y M2), metilglucuronidados (M3 y M4) y monometilados de NO2HTy (picos

M5y Mé), descritos en el apartado anterior (Tabla 5.3).
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Figura 5.6
Perfiles cromatograficos a Amax de 280 nm del compuesto acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50) a
concentracién de 100 uM disuelto en medio de cultivo (Panel A) y fras su incubacién con células Caco-2
durante 4 horas en el compartimento apical (Panel B) y basolateral (Panel C)

Adicionalmente se detectd la presencia de un nuevo pico a 26,6 min con
un espectro UV-vis indicativo de pertenecer al grupo de los nitroderivados (Ver
anexo 9.5). Este pico etiquetado como M7, disminuyd significativamente tfras el

tratamiento con la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa y tuvo lugar, de forma
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concomitante, un incremento del drea del compuesto parental (NO2HTy-A).
Ademas, el andlisis por LC-MS proporciond un ion cuasimolecular [M-H]” a m/z
416 ademds del ion-fragmento a m/z 240, correspondiente al [NO2HTy-A]™ fras
la pérdida de 170 unidades de masa propio de un grupo glucurénido. Todos
los ensayos permitieron la inequivoca identificacion del pico cromatografico

M7 como un conjugado monoglucuronidado del compuesto 50 (Tabla 5.3).

5.3.1.2.3. Identificacion de los metabolitos derivados de etil nifrohidroxitirosil
éter (59)

De igual modo que con los anteriores nitroderivados, se caracterizd
cromatograficamente el pafron NO2HTy-E (59) disuelto en el medio de cultivo
(Figura 5.7, Panel A), proporcionando un pico a TR de 36,2 min. El andlisis por
HPLC-DAD del medio de cultivo tras la incubacién del derivado alquilico
NO:2HTy-E con las células Caco-2 durante 4 h, arrojé cuatro picos etiquetados
como M8, M?, M10 y M11 (Figura 5.7, paneles B y C correspondientes al lado
apical y basolateral, respectivamente) al margen del precursor (59). La sintesis
in vitro de los derivados glucuronidados de NO2HTy-E dio lugar a dos picos
coincidentes en TR y espectro UV-vis con M8 y M9. El resultado de la reaccion
de hidrdlisis con la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa (desaparicion de M8 vy
M®9) junto con el espectro de masas ([M-H]” a m/z 402 e ion-fragmento a m/z
226) permitid la identificaciéon de dos monoglucuronidados de NO2HTy-E (59).
De forma semejante, los compuestos M10 y M11 desaparecieron por accién
de la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa sugiriendo la presencia de un grupo
glucurénido, aunque el patrén de fragmentacién por LC-MS difirid al mostrar
un ion cuasimolecular [M-H]"am/z 416 y un pico a m/z 240, con una diferencia
respecto a los compuestos M8 y M9 de 14 unidades de masa, propio de un
radical metilo. Asi, se pudo confimar la identidad de MI10 y M11 como

derivados metilglucuronidados de NO2HTy-E (Ver Tabla 5.3).

En general, no se obtuvieron conjugados sulfatados para ninguno de los

tfres nitrocatecoles fras su incubacion con las células Caco-2.

Los contenidos citoplasmdticos no mostraron ningun metabolito adicional

a los descritos.
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Los espectros de masas de todos los compuestos identificados del

metabolismo de los nitrocatecoles se adjuntan en el anexo 9.4.
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Figura 5.7
Perfiles cromatogrdficos a Amex de 280 nm del compuesto etil éter de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59)
a concentracién de 100 uM disuelto en medio de cultivo (Panel A) y tras su incubacién con
células Caco-2 durante 4 horas en el compartimento apical (Panel B) y basolateral (Panel C)

5.3.1.3. Transporte transepitelial de los nitrocatecoles a través de la
monocapa diferenciada de células Caco-2

El estudio del fransporte de los nitrocatecoles a través de la monocapa de
células Caco-2 permitié determinar el sentido dominante de transferencia,
absorciéon o eflujo. A partir del coeficiente de permeabilidad aparente (Paap),
expresado en cm/s, se cuantificé la velocidad de transferencia en el sentfido
entrada desde la barrera trans-intestinal a la circulacién portal (apical (AP)-
basolateral (BL)) y de salida (BL-AP), mediante experimentos independientes,

incubando el compuesto en el compartimento contrario al de la transferencia.
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Los valores Papp se calcularon a partir de los datos resultantes de la
incubacion durante 1h, dado que se ha descrito que tiene lugar un transporte
lineal a periodos cortos de incubacion y los metabolitos en general,
representan una cantidad pequena (Artursson y Karlsson, 1991). En la tabla 5.4
se indican los valores del coeficiente Papp para los transportes en ambos
senfidos (AP-BL y BL-AP), asi como la relacién entre ellos que informa sobre el
indice de absorcion (IA) (Pappars/PappeLar) de los compuestos NO2HTy (49),
NO:2HTy-A (50) y NO2HTy-E (59) en células Caco-2. Los resultados muestran que,
aunqgue los tres compuestos se fransportan en ambos sentidos, las mayores
velocidades de entrada que de salida (Pappars. > Pappsiar) confirman un
sentido preferente de enfrada y por tanto, que son biodisponibles a nivel
intestinal. Ahora bien, los compuestos lipofilicos (NO2HTy-A y NO:2HTy-E)
mostraron un coeficiente de IA similar y significativamente mayor que el
calculado para el compuesto mdas polar, el precursor NO2HTy, o que permite
establecer una relacion directa entre el grado de absorcidon y el cardcter

lipofilico del compuesto.

Tabla 5.4
Valores del coeficiente de permeabilidad aparente de enfrada desde el compartimento apical
al basolateral (Pappar-sL) y de salida desde el compartimento basolateral al apical (Pappst-ae)
asi como el indice de absorcién (IA), determinado como el cociente (Pappar-s/Pappsi-ar).
Los valores se expresan como la media = desviacion estandar de tres determinaciones

Compuesto AP - BL BL- AP indice de absorcién
P (Papp, x 10-¢ cm/s) (Papp. x 10-¢ cm/s) (1A)
49 47,7 +0,8 44,1419 1,1+0,20
50 753+0,4 52,9+0,1 1,4+0,1b
59 751+£03 48,8+0,3 1,5+0,2P

49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo. 59: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
AP: Apical. BL: Basolateral. Papp: Coeficiente de permeabilidad aparente.
Diferente lefra indica que los valores son diferentes estadisticamente (p < 0,05)

5.3.1.4. Cuantificacion de los metabolitos derivados de NO2HTy, NO2HTy-A
y NO2HTy-E
En la Tabla 5.5 se indican los porcentajes de los distintos nitrocatecoles y
metabolitos cuantificados en ambos compartimentos apical y basolateral del
transwell a los distintos tiempos de incubacién apical (1, 2 y 4 horas), utilizando

la recta de calibrado del respectivo compuesto parental.
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Los resultados muestran una relacidon directa entre el tiempo de
incubacion y la cantidad transferida a través de la monocapa Caco-2,
basado en los contenidos crecientes cuantificados en el compartimento

basolateral a lo largo del fiempo.

Comparando los fres nitfrocatecoles, el porcentaje total de compuestos,
parental y metabolitos, en el compartimento basolateral fras una incubacion
de 4 h fue mayor para aquellos mas lipofilicos (50,14 y 52,55% correspondiente
a NO2HTy-A y NO2HTy-E, respectivamente) que para el precursor NO2HTy
(29.99%), de acuerdo al mayor fransporte descrito para los compuestos
NO2HTy-A y NO2HTy-E.

Respecto a la fraccidn absorbida, gran parte de la cantidad del
compuesto NO2HTy permanecié sin metabolizar (80,76% a las 2 horas de
incubacion), mientras que los compuestos mds grasos alteraron la proporcion,
registrando sélo valores de 17,30 y 32,94% para NO2HTy-A y NO2HTy-E,
respectivamente (Tabla 5.5 y Figura 5.8). Ahora bien, cabe destacar para el
caso del derivado acetilado, NO2HTy-A, que gran parte de los metabolitos
identificados en el compartimento basolateral correspondian al producto
NO2HTy, generado fras su hidrdlisis, y que permanecia sin conjugar. Si
consideramos el compuesto NO2HTy como parental, al no proceder de la
accién de enzimas de fase Il y lo sumamos al contenido de NO2HTy-A, el
porcentaje de compuesto que se absorbe y permanece sin metabolizar
ascenderia a un 71,22% para NO2HTy-A. Estos resultados muestran que una
porcion importante de los nitrocatecoles, en particular NO2HTy y NO2HTy-A,
escapan del metabolismo durante su fransporte al compartimento basolateral,

alcanzando el torrente sanguineo como compuesto parental.

Respecto a la naturaleza de los metabolitos, la mayor parte fueron
derivados glucuronidados, seguidos de los metil glucuronidados y en Ultimo

lugar los metil derivados.
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Tabla 5.5
Porcentajes de compuesto parental (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y metabolitos
cuantificados en el compartimento apical (AP) y basolateral (BL) fras su incubacién
apical durante 1, 2y 4 h con las células Caco-2

% Compuestos identificados tras carga apical en células Caco-2

Th 2h 4h
NO:HTy AP Compuesto Parental 88,19 81,92 61,23
Glucuronidados 2,77 3.43 6,01
Metilglucuronidados 0,00 0,00 0,91
Metilados 1.83 1,76 1,86
% Metabolitos 4,60 519 8,78
% Total 92,79 87,11 70,01
BL Compuesto Parental 4,16 10,41 21,85
Glucuronidados 3.05 2,48 4,91
Metilglucuronidados 0,00 0,00 1,21
Metilados 0,00 0,00 2,02
% Metabolitos 3,05 2,48 8,14
% Total 7.21 12,89 29,99
NO:HTy-A AP Compuesto Parental 15,85 15,84 1,44
Glucuronidados 3.76 7.24 13,54
Metilglucuronidados 0,00 0,70 1,23
Metilados 0,00 1,44 2,49
NOoHTy 61,25 39,01 31,16
% Metabolitos 65,01 48,39 48,42
% Total 80,86 64,23 49,86
BL Compuesto Parental 9,64 6,19 4,04
Glucuronidados 3.16 10,22 18,34
Metilglucuronidados 0,00 0,00 1,25
Metilados 0,00 0,07 1,86
NO2HTy 6,34 19,29 24,65
% Metabolitos 9.50 29,58 46,10
% Total 19,14 35,77 50,14
NO:zHTy-E AP Compuesto Parental 76,31 44,40 12,97
Glucuronidados 2,58 6,57 30,23
Metilglucuronidados 0,00 1,24 4,24
% Metabolitos 2,58 7.81 34,47
% Total 78,89 52,21 47,44
BL Compuesto Parental 10,73 15,75 11,54
Glucuronidados 10,38 29,66 36,23
Metilglucuronidados 0,00 2,38 4,79
% Metabolitos 10,38 32,04 41,02
% Total 21,1 47,79 52,56

El contenido intracelular mostrd niveles tanto de los metabolitos como de

los compuestos parentales por debajo del limite de deteccidén, lo que sugiere
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la no acumulacién intracelular de estos fenoles en los tiempos de incubacién

analizados.

Como apoyo a la tabla 5.5, en la Figura 5.8 se representan las
proporciones de los compuestos de estudio y sus metabolitos presentes en
ambos compartimentos apical y basolateral del transwell, tras la incubacién
con las células Caco-2 a concentracion de 100 uM a los distintos tiempos de
incubacion. Los compuestos identificados en el compartimento apical se
muestran con colores lisos y aquellos hallados en el compartimento basolateral

con colores rayados.

m % Compuesto parental (AP) % Metabolitos (AP)
£ % Compuesto parental (BL) E % Metabolitos (BL)

100%

50%

0% - - - - - - - - - - - -
49 50 59 49 50 59 49 50 59
Th 2h 4h
Figura 5.8

Porcentajes relatfivos de los compuestos parentales y metabolitos de los compuestos
nitfroderivados (49: NO2HTy; 50: NO2HTy-A; §9: NO2HTy-E), hallados en el compartimento
apical (AP) y/o basolateral (BL) tras 1, 2y 4 h de incubacién con células Caco-2 tras una
carga apical. El total del recuento de las fracciones metabolizadas y no
metabolizadas en ambos compartimentos representa el 100%.

Los resultados obtenidos del estudio de la biodisponibilidad intestinal
permiten confirmar que los nitrocatecoles se absorben de forma proporcional

al tiempo de incubacion y naturaleza lipofilica del compuesto.
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5.3.2.Biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fendlicos in vitro
en células HepG2

Se ha estudiado el metabolismo de NO2HTy (49), NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E
(59) en un sistema modelo in vitro con células de hepatoma humano, HepG2,
por el interés de ahondar en el metabolismo de los compuestos que son

absorbidos sin metabolizar a través del epitelio intestinal.
5.3.2.1. Metabolismo hepdtico de los nitrocatecoles

El modelo y las condiciones utilizadas para evaluar la biodisponibilidad de
los nitrocatecoles, se basd en estudios previos realizados con fenoles del AOV

(HTy, Ty y HTy-A) por el equipo de investigacion (Mateos y cols., 2005b).

En primer lugar se evalué el medio de cultivo utiizado para el
mantenimiento de las células HepG2 por HPLC-DAD, para conocer sus
componentes y evitar interferencias con los nitroderivados de HTy y sus
metabolitos (Figura 5.9). Asi, se detectaron dos picos dominantes a TR de 10,1y
10,9 min junto con ofros fres picos a TR de 11,5, 17,1 y 20,3 min de menor

intensidad.

A

JNL__JL — R

20 23 1] 33 1 i

Figura 5.9
Perfil cromatografico a Amax de 280 nm del medio de cultivo utilizado para el
mantenimiento de las células HepG2

Los experimentos se realizaron con 100 uM de cada compuesto fendlico
disuelto en agua con una pequena proporcion de DMSO para favorecer la

disolucion del compuesto mds lipofilico, ademdas de 300 pM de dcido
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ascorbico para protegerlo de la oxidacion. Los fenoles se incubaron con las
células HepG2 durante 2 y 18 horas para evaluar una posible relacion tiempo

dependiente con el rendimiento de la metabolizacion.

Todos los medios del cultivo que estuvieron en contacto con las células
HepG2, ademds del contenido citoplasmdtico, se caracterizaron por HPLC-
DAD a la Amax de 280 nm. En general, ademds de los picos propios del medio
de cultivo se detectaron nuevos picos cromatograficos que sugerian la
formacién de metabolitos derivados del metabolismo de los nitrocatecoles por
accion de las células HepG2. Gran parte de ellos coincidieron con los descritos
en los estudios llevados a cabo con células Caco-2, a excepcidn de dos
metabolitos (M12 y MI13). Todos los compuestos se identificaron vy
caracterizaron siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en el
apartado 5.3.1.2: reacciones de conjugacién in vitro de los compuestos
estandares puros, hidrélisis enzimdtica de los metabolitos y confirmaciéon de las
estructuras por LC-MS. En la Tabla 5.6 se recogen las caracteristicas

cromatogrdficas y espectroscépicas de los metabolitos identificados.

5.3.2.2. Identificaciéon 'y caracterizacion del metabolismo de los
nitrocatecoles

5.3.2.2.1. Identificacién de los metabolitos derivados de nitrohidroxitirosol (49)

El andlisis cromatogrdfico del compuesto objeto de estudio, NO2HTy,
disuelto en medio de cultivo a 100 uM previo a su incubacién con las células
HepG2 (Figura 5.10, panel A), dio lugar a un pico intenso (49) a TR de 12,2 min

liore de interferencias con el resto de picos del medio.

El metabolismo de NO2HTy tras la incubacién con las células durante 18 h
se caracterizd por la presencia en el medio de cultivo de un total de siete
picos, presuntamente metabolitos, tras evaluar el espectro UV-vis (Figura 5.10,
panel B). Las pruebas conducentes a la identificacion de estos picos
permitieron confirmar la identidad de los metabolitos M1 y M2 como derivados
glucuronidados, M3 y M4 como derivados metilglucuronidados y M5 y Mé
como metil conjugados de NO2HTy, todos ellos ya descritos en los estudios de
transporte y metabolismo con las células Caco-2. Adicionalmente, se obtuvo

un nuevo pico etiguetado como M12 que desaparecid tras practicar la
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hidrdlisis con la enzima R-glucuronidasa/sulfatasa. El patron de fragmentacion
por LC-MS mostré un ion cuasimolecular [M-H]” a m/z 550 y dos iones-
fragmento a m/z 374 y 198, tras perder uno y dos grupos glucurdnidos,
respectivamente, confirmando asi la identidad de M12 como un derivado
diglucuronidado de NO2HTy (49).

mAU
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M12
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10 M6
M5
J\/\‘ \V
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Figura 5.10
Perfiles cromatogrdficos a Amax de 280 nm del compuesto nitrohidroxitirosol (49)
a concentracién de 100 uM disuelto en medio de cultivo (Panel A)
y tras su incubacién con células HepG2 durante 18 horas (Panel B)

5.3.2.2.2. Identificacion de los metabolitos derivados de acetato de
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50)

La caracterizacion cromatogrdfica del compuesto NO2HTy-A (50) disuelto
en el medio de cultivo a la concentracion de trabajo 100 uM, mostrdé un
intenso pico a TR de 30,3 min (Figura 5.11, panel A) y que no coeluia con el

resto de los picos inherentes al medio ya descritos.

Por ofra parte, el andlisis cromatogrdfico del medio de cultivo (Figura 5.11,
Panel B) procedente del metabolismo de NO:HTy-A con las células HepG2,
resultd ser idéntico al descrito para el compuesto NO2HTy (Ver Figura 5.10,
Panel B), al mostrar de nuevo los metabolitos M1-Mé y M12. Estos resultados
evidencian la hidrdlisis extensiva que sufre el derivado acilico a su precursor, el
compuesto NO2HTy, que a su vez continta la ruta metabdlica propia de las
enzimas de fase |, generando los ya caracterizados derivados

diglucuronidados, glucuronidados, metilados y metilglucuronidados.
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Figura 5.11

Perfiles cromatograficos a Amex de 280 nm del compuesto acetato de nitrohidroxitirosilo (50)
a concentracién de 100 uM disuelto en medio de cultivo (Panel A)
y tras su incubacién con células HepG2 durante 18 horas (Panel B)

5.3.2.2.3. Identificacion de los metabolitos derivados de etil nitrohidroxitirosil éter
(NO2HTy-E, 59)

De igual modo que con los anteriores nitroderivados, se caracterizd
cromatograficamente el pafron NO2HTy-E (59) disuelto en el medio de cultivo
(Figura 5.12, Panel A, TR a 33,8 min). Por otfro lado, el andlisis por HPLC-DAD del
medio de cultivo tras la incubacién del derivado alquilico NO2HTy-E con las
células HepG-2 durante 18 h dio lugar a cinco picos efiquetados como M8-
M11y M13 (Figura 5.12, panel B). M8-M11 mostraron las mismas caracteristicas
cromatogrdficas y espectroscédpicas que aquellos metabolitos previamente
descritos para el metabolismo de NO2HTy-E con las células Caco-2, donde M8
y M? eran los derivados glucuronidados mientras que M10 y M11 los metil
derivados de NO2HTy-E. Respecto al nuevo metabolito M13, su desapariciéon
tras practicar la reaccion de hidrdlisis con la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa
junto con el espectro de masas ([M-H]" a m/z 578 y dos iones-fragmento a m/z
402 y 226) permitid la identificacion de MI13 como un derivado
diglucuronidado de NO2HTy-E.
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Figura 5.12

Perfiles cromatograficos a Amax de 280 nm del compuesto etil nitrohidroxitirosil éter (59)
a concentracién de 100 uM disuelto en medio de cultivo (Panel A)
y tras su incubacién con células HepG2 durante 18 horas (Panel B)

Tabla 5.6
Caracteristicas cromatogrdficas y espectroscdpicas de NO2HTy (49), NO2HTy-A (50)
y NO2HTy-E (59) y los metabolitos formados tras su incubacién con células HepG2

Compuesto PM (r:\?n) ();1 "rl:]x) [(Mm_/lll)_ fro(gE:i;ﬂo Estructura propuesta

49 199 12,2 354, hombro a 308  198,0 150, 137 Nitrohidroxitirosol

50 241 30.3 354, hombro a 306  240,0 150 Acetato de nitrohidroxitirosilo
59 227 33.8 354, hombroa 312 226,0 151 Etil éter de nitrohidroxitirosilo
M12 551 7.1 290 550,0 374,198 Diglucuronidado de 49

M1 375 9,3 330 374,0 198 Monoglucuronidado de 49
M2 375 10,2 290, hombro a 344 374,0 198 Monoglucuronidado de 49
M3 389 10,6 282, hombro a 332  388,0 374,212,198 Metilglucuronidado de 49
M4 389 13,2 292, hombro a 342 3880 374,212,198 Metilglucuronidado de 49
M5 213 18,8 352, hombro a 306 2120 198 Metil derivado de 49

Mé 213 21,3 354, hombro a 306 2120 198 Metil derivado de 49

M8 403 27,5 292, hombro a 340  402,0 226 Monoglucuronidado de 59
M9 403 28,3 292, hombro a 344  402,0 226 Monoglucuronidado de 59
M10 417 29,7 326 416,0 240 Metilglucuronidado de 59
M11 417 30,5 286, hombro a 342  416,0 240 Metilglucuronidado de 59
M13 579 19,2 288 578,0 402, 226 Diglucuronidado de 59

PM: Peso molecular; TR: Tiempo de retencion; [M—H]: lon cuasimolecular
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No se identificaron conjugados sulfatados para ninguno de los tres
nitrocatecoles tras su incubacién con las células HepG2. En los contenidos
citoplasmdaticos, solo se detectaron frazas de aquellos metabolitos mayoritarios

y no se identificé ningun compuesto adicional a los descritos.
Los espectros de masas y UV-vis se recogen en los anexos 9.4y 9.5.

Las posibles diferencias observadas en el TR tanto para los patrones como
los metabolitos comunes caracterizados en los dos estudios de
biodisponibilidad, intestinal y hepdtico, se deben al uso de dos equipos
cromatogrdficos diferentes aungque con iguales especificaciones técnicas
(Agilent Serie 1200), a pesar de trabajar con la misma columna e idénticas

condiciones cromatogrdficas.

5.3.2.3. Cuantificaciéon del metabolismo de los nitrocatecoles tras 2 y 18 h
de incubacion con células HepG2. Andlisis comparativo.

Se ha llevado a cabo la cuantificacion de los compuestos nitroderivados y sus
metabolitos en el medio de cultivo extracelular tras 2 y 18 h en contacto con
las células HepG2 (Figura 5.13). En esta ocasidn sdlo se muestra la figura y no la
tabla con el dnimo de simplificar la presentacidon de los resultados. El
porcentaje de los compuestos detectados sin metabolizar en el medio de
cultivo tras 2 horas correspondid a un 100%, 60,6% y 97.3% para NO2HTy (49),
NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E (59). respectivamente. Estos datos evidencian una
absorcién y metabolizacion limitada a tiempos cortos de incubaciéon. El mayor
porcentaje obtenido para el derivado acetilado, NO2HTy-A, es debido a la
extensa hidrdlisis que sufre para generar el precursor NO2HTy. Sin embargo no
se identificaron metabolitos derivados de la accidn de las enzimas de fase I
para los compuestos NO2HTy y NO2HTy-A. Por el contrario, el compuesto

NO2HTy-E generd un derivado glucuronidado que representd un 2,7 % del total.

La incubacion tras 18 h ofrecid un perfil metabdlico completamente
distinto, como se desprende de las pequenas fracciones de los compuestos
parentales sin metabolizar, 11,9%, 0,0% y 6,3% para NO2HTy, NO2HTy-A vy
NO2HTy-E, respectivamente (Figura 5.13). Los tres compuestos fueron
biotransformados por accién de las enzimas de fase I, en particular UDP-
glucuronosiltransferasa y COMT, para generar derivados glucuronidados,
metilados y/o metilglucuronidados, principalmente. La extensa hidrdlisis que
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sufrié el compuesto NO2HTy-A a su precursor NO2HTy a diferencia del derivado
alguilico, marca la principal diferencia entre ambos, a priori con parecido
coeficiente de absorcién. En cuanto a la proporcion de metabolitos
identificados, cabe destacar la mayor proporcidn de derivados
glucuronidados generados del metabolismo del compuesto NO2HTy-E frente a
los ofros nitroderivados (72,0%, 56,0% y 57,1% para NO2HTy-E, NO2HTy-A vy
NO2HTy, respectivamente), contfrario a lo que ocurre con los derivados
metilados (0,0%, 1,5%, 1,5% para NO2HTy-E, NO2HTy-A y  NO2HTy,

respectivamente).

Por otro lado, no se cuantificaron metabolitos en los lisados celulares,
halldndose Unicamente frazas de los compuestos parentales y metabolitos
para ambos tiempos de incubacion. Este hecho sugiere de nuevo la limitada

acumulacién intracelular de todos los compuestos.

Los resultados confirmaron la absorcidon y gran metabolizacion de los
nitroderivados por las células HepG2, directamente proporcional al tiempo de
incubacion y naturaleza lipofilica del compuesto, probablemente por la mayor

facilidad de atravesar la bicapa lipidica de la membrana.

mCompuesto parental ENO2HTYy libre EGlucurdnidos
= Metilglucuronidados OConjugados metilados
1000 - : RN

%

_____

e

0,0 A

49 (2h) | 49 (18h) ' 50 (2h) ' 50 (18h) ' 59 (2h) ' 59 (18h)

Figura 5.13
Porcentajes relativos de los compuestos de estudio (49: NO2HTy; 50: NO2HTy-A; 59: NO2HTy-E),
hallados en el medio de cultivo extracelular tras 2 y 18 h de incubacion con
células HepG2 en presencia de 100 uM de los compuestos nitroderivados
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5.4. Evaluacién de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de los
nitroderivados de HTy en modelos experimentales de dano
cerebral

Con el fin de evaluar el efecto neuroprotector de NO2HTy (49) y los
nitfroderivados lipofilicos seleccionados, acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-
A, 50) y éter efilico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59), se llevaron a cabo
distintas determinaciones que abarcaron estudios in vitro y ex vivo. Todos ellos
estuvieron encaminados al estudio de la capacidad antioxidante y la posible
relacion con el efecto neuroprotector que estos compuestos fendlicos
presentan en un sistema bioldgico como es el animal de experimentacion.
Asimismo, se emplearon con fines comparativos el compuesto de referencia
antioxidante hidroxitirosol (HTy) y los andlogos lipofiicos, acetato de
hidroxitirosilo (HTy-A) y éter etilico de hidroxitirosilo (HTy-E), a fin de valorar la
capacidad antfioxidante y las diferencias entre ambas series de nitrocatecoles

y catecoles.

5.4.1. Resultados correspondientes a los experimentos in vitro

5.4.1.1. Resultados de las variables del tejido cerebral sometido a
induccién quimica
5.4.1.1.1. Resultados de las variables de estrés oxidativo en tejido

5.4.1.1.1.1. Determinacién de la peroxidacion lipidica

Se determinaron los valores de TBARS a fin de valorar el proceso de

peroxidacion lipidica en el tejido sin inducir.

En la Tabla 5.7 se muestran los valores de peroxidacion lipidica sin
induccion quimica del tejido e incubacion con los diferentes compuestos
fendlicos, serie nitrocatecol (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y serie catecol (HTy,
HTy-A y HTy-E), en un rango de concentraciones creciente (0,1-500 uM). Los

TBARS se representan con el valor medio y error esténdar (media £ EEM).
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Tabla 5.7
Valores (Media £ EEM) de TBARS (umol/mg proteina) en tejido cerebral tras la incubacién con
diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E)
y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracion

(M) NOHTy ~ NO:HTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 115£005 1,15+005 1,15+005 399+038 399+038 3,99+0,38
0,1 117£006 1,18+004 120+008 397+041 398+033 3,16+036
1 1,18£0,06 1,08+0,16 1,19£008 388045 400£044 3,18%0,54

5 116£007 121006 122%006 329+008 321£008 325067
10 119£009 1,17+004 123009 384t031 382£055 3,11+045
50 122£006 1,16+003 1,18+008 349+070 375+057 3,21£0,65
100 112£005 120£003 121+006 370+049 309+0,18 3,24+0.28
500 1112006 121+006 123+005 3,66+046 321£022 325%0,39

NO-HTy. Nitrohidroxitirosol. NO.HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. TBARS: Productos de
reaccion con dcido tiobarbitdrico

En un primer apartado de induccion quimica, se indujo el dano oxidativo
en el tejido animal con FeAs (100 uM) permitiendo asi cuantificar el indice de
perdxidos lipidicos formados en su comparacion con el tejido sin inducir (Figura
5.14).
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*p < 0,0001 respecto alvalorbasal

Figura 5.14
Cuantificacion de los productos de reaccién con dcido tiobarbitdrico (TBARS) en tejido sometido a
induccién quimica con sulfato ferroso y dcido ascérbico (FeAs) respecto a valores en tejido no inducido

En la Tabla 5.8 se muestran los valores de peroxidacion lipidica tras un

proceso de induccién quimica del tejido (FeAs, 100 uM) e incubacion con los
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diferentes compuestos fendlicos, serie nitrocatecol (NO2HTy, NO2HTy-A vy
NO2HTy-E) y serie catecol (HTy, HTy-A y HTy-E), en un rango de concentraciones
creciente (0,1-500 uM). Los valores de TBARS se representan con el valor medio

y error estdndar (media + SEM).

Tabla 5.8
Valores (media + EEM) de TBARS (umol/mg proteina) en tejido cerebral inducido quimicamente con Fe/Vit C,
fras la incubacién con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y
NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracion

(M) NOzHTy  NOzHTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 230+ 0,16 244+0,11 243+0,13 230+0,16 244+0,11 2,43+0,13
0 + FeAs 737+ 012 737+0,12 737+012 737+0,12 737+012 7.37+0,12
0,1 587+ 036 542+0,11 490+052 459+032 5554021 4,53+025
1 518+ 0,68 4,67+029 439+040 436+027 509+036 431+0,38
5 496+ 021 3,18+024 325+020 499+023 473+020 4,15+0,51
10 452+ 059 389+047 331052 333+023 275+0,14 1,85+0,26
50 324+ 032 342+088 211%0,18 178+007 197+0,18 1,93+0,16
100 1,87+ 0,15 279+0,79 197+0,18 223+030 1,64+0,16 194+0,17
500 2,16+ 031 268039 231+035 354+1,15 3,68+077 221%0,19

ICs0 (uM) 3530+13,52 964+228 581+037 11,35%4,06 6,78%t0,72 3,88%1,58

NO:HTy. Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo.
FeAs: Sulfato ferroso + Acido ascérbico (100 uM). ICso: Concentracién inhibitoria 50%.
TBARS: Productos de reaccién con dcido tiobarbitirico

En términos generales se observéd una reduccion de los valores de TBARS en
los compuestos nitroderivados de HTy (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) aunque
con valores de ICso superiores a los que presentaron los compuestos
precursores (HTy, HTy-A y HTy-E). En la Figura 5.15 se representan graficamente
los valores de TBARS en una relacién concentracién-efecto tras la incubacion
con los compuestos. Asi, se muestran los valores de TBARS representados segun

las series de nitrocatecoles (arriba) o catecoles (abajo).
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Figura 5.15
Curva concentracion-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (izquierda) y catecoles
(HTy, HTy-A y HTy-E) (derecha) en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de
produccién de TBARS)

A la vista de los resultados, cabe destacar que ambos derivados lipofilicos
de nitrohidroxitirosilo  (NO2HTy-A 'y NO2HTy-E) mostraron una significativa
reduccion de la peroxidacioén lipidica en comparacion con NO2HTy aunque
este efecto fue mayor para los derivados lipofilicos de hidroxitirosol (HTy-A y
HTy-E) logrando una mayor potencia antiperoxidativa con valores de ICso

inferiores a 10 uM.

5.4.1.1.1.2. Determinacidén del contenido intracelular de radicales libres

Se llevé a cabo la determinacion del contenido infracelular de EROs
espectrofluorométricamente a través de la induccion quimica del tejido con t-
BOOH. Los valores de fluorescencia mostraron un aumento significativo en el
tejido sometido a la induccidén quimica con t+-BOOH respecto al tejido no

inducido (Figura 5.16).
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Figura 5.16

Cuantificacién de la fluorescencia como medida del contenido intracelular de EROs
en el tejido sometido a la induccién quimica con -BOOH respecto al tejido no inducido

En la siguiente tabla de datos (Tabla 5.9) se muestran los resultados (media
+ EEM) correspondientes a los valores de fluorescencia como pardmetro de

medida del contenido intracelular de EROs en el proceso de inducciéon con f-

BOOH descrito anteriormente.

Tabla 5.9

Valores (media + EEM) de EROs (fluorescencia UA/100 mg tejido) en tejido cerebral inducido quimicamente
con t-BOOH, tras la incubacién con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy,
NO:2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracion

(M) NO2HTy  NO:HTy-A  NOHTy-E HTy HTy-A HTy-E

0 2254001 4,12+002 419+0,15 530+0,16 244+0,11 543+0,13
0+1-BOOH 11,56+0,66 1829+1,559 1851+1,87 2552+1,82 1492+1,67 2132+1,66
1 9,57+0,78 14,88+1,57 1389+1,17 17,08+136 14,15+1,82 1896+1,76

5 10,14+0,75 12,52+1,48 12,83+1,80 1404+0,66 11,12+2,58 1507+ 1,01

10 903+0,80 1026+1,14 635+080 11,62+1,00 9,15+1,45 12,15%1,70

50 937+0,96 10,00£1,65 7,57+0,65 1297+229 805+1,23 9,61+0,85

100 9,26+0,85 10,52+1,63 10,17+298 17,25+3,16 9,15+1,00 9,04 +0,69
500 9994075 1229+1,59 11,64+230 24,27 +236 1297+120 12,75+1,02
ICs0 (LM) > 500 12,90 +5,14 84647+0,49 892%288 971+361 13,83+6,66

NO-HTy: Nitrohidroxitirosol. NO.HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter eftilico de hidroxitirosilo. ICso: Concentracion
inhibitoria 50%. +-BOOH: tert-butilhidroxiperdxido. EROs: Especies reactivas de oxigeno

El andlisis del efecto antioxidante de los compuestos representados segun

las series de nifrocatecoles y catecoles, se observd una fuerte caida de los
valores de fluorescencia en las muestras de tejido que fueron incubadas

principalmente con los derivados lipofilicos de ambas series de compuestos
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(Figura 5.17), con una ICs de 12,90 y 8,67 uM para NO2HTy-A y NO2HTy-E,
respectivamente y 9,71 y 13,83 uM para HTy-A y HTy-E, respectivamente (Ver
tabla 5.9). Respecto a los precursores de ambas series, cabe destacar el alto
valor de ICso para el NO2HTy, superior a 500 uM, a diferencia de su andlogo HTy

con un valor de ICso en torno a 9 uM (Figura 5.17, tabla 5.9).
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Figura 5.17
Curva concentracién-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (arriba) y
catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) (abajo) en términos de porcentajes de cambio respecto al
tejido inducido (100% de produccién de fluorescencia)

Asimismo, a fin de cuantificar el dano, se obtuvieron valores de lactato
deshidrogenasa (LDH) como medida indirecta de muerte celular. El tejido
cerebral tras la induccidon quimica durante 180 minutos con t+-BOOH permitid

cuantificar valores de muerte celular respecto al tejido sin inducir (Figura 5.18).
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Figura 5.18
Cuantificacién de LDH en tejido sometido a induccién quimica
con -BOOH respecto a tejido no inducido

En la Tabla 5.10 se muestran los resultados (media + EEM) correspondientes
a los valores de LDH en tejido cerebral sometido a induccién quimica con f-
BOOH (100 uM) e incubacién con los diferentes compuestos fendlicos,
nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) vy sus precursores (HTy, HTy-A y

HTy-E), en un rango de concentraciones creciente (1-500 uM).

Tabla 5.10
Valores (media £ EEM) de LDH (UA/mg tejido) muestras de tejido cerebral inducido quimicamente con
-BOOH, fras la incubacién con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracién

(M) NO:HTy  NOHTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 025+001 025002 0,19+£002 025+001 025002 0,19 +0,02
0+f-BOOH  1,19+007 1,26+005 1,16+020 1,20+0,12 1,23+0,09 1,21+0,09
1 098+005 084+009 103+020 093+0,10 1,22+0,03 095+0,07
5 089+0,11 096+009 099+0,19 072+003 095+0,07 0,80+0,03
10 090+005 085+004 055+0,10 0,58+006 081+008 0,78+0,06
50 0,86+007 080+008 042+090 069+007 078+007 0,67+0,05
100 083+0,13 076+009 062+0,12 082+0,10 0,66+006 0,77+0,7
500 093+0,18 103+0,13 093+0,17 127+0,11 093+006 1,09+0,05
ICs0 (uM) > 500 > 500 9,99+126 12,86%+1,02 > 500 > 500

NO-HTy: Nitrohidroxitirosol. NO.HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter efilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. ICso: Concentracién
inhibitoria 50%. t-BOOH: terc-butilhidroxiperdxido
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Los resultados vislumbraron una disminucidon mdxima de los valores de
muerte celular a una concenfracion en torno a 50-100 uM para casi todos los
compuestos fendlicos estudiados, con una ICso superior a la madxima
concentracion ensayada de 500 uM, a excepcion de los compuestos NO2HTy-E
y HTy, que mostraron una actividad neuroprotectora mayor con valores de ICso
en torno a 10 uM. (Ver Tabla 5.10). En un andlisis global, cabe destacar que el
HTy mostrd el mejor perfil neuroprotector de todos los compuestos ensayados,
seguido de NO2HTy-E (Figura 5.19).
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Figura 5.19
Curva concentracién-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (Figura arriba) y
catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) (Figura abajo) en términos de porcentajes de cambio
respecto al tejido inducido (100% de produccién de LDH)
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5.4.1.1.1.3. Determinacion del sistema de defensa antioxidante Glutation

La capacidad de defensa antioxidante se cuantificd a través de los niveles
de GSH y GSSG ftras la incubacidn con DEM, sustancia que reduce los
depdsitos de GSH.

Los valores de GSH disminuyeron significativamente en el tejido sometido a
la induccidn quimica respecto al tejido sin inducir siendo este comportamiento
contrario para los valores de GSSG expresados en porcentaje respecto a

glutation total (Figuras 5.20 y 5.21, respectivamente).
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Figura 5.20
Cuantificacién de glutatién reducido (GSH) en tejido sometido a induccion quimica con

maleato de dietilo (DEM) respecto al tejido no inducido
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Figura 5.21
Cuantificacién del porcentaje de glutatiéon oxidado (GSSG) respecto a glutation total (GSH-GSSG) en tejido
sometido a induccién quimica con maleato de diefilo (DEM) en comparacién con el tejido no inducido
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En estas condiciones, el incubado en concentraciones

tejido fue
crecientes de los diferentes compuestos fendlicos, obteniéndose los siguientes
resultados que muestran los valores de GSH (Tabla 5.11) y valores de %GSSG
respecto a GSH+GSSG (Tabla 5.12), en tejido cerebral sometido a induccién
t-BOOH (100 pM) e
nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E),

en un rango de concentraciones creciente (1-500 uM).

guimica con

incubacion con ambas series de

Tabla 5.11
Valores (media + EEM) de GSH (umol/g tejido) en muestras de tejido cerebral inducido quimicamente con
DEM, tras la incubacion con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracién

(M) NO2HTy  NOzHTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 22,65+1,76 22,65+176 22,65+1,76 14,64+158 14,64+1,58 14,64+1,58
0 + DEM 1375+1,27 12,29+0,82 1434+0,85 578+0,40 578+0,40 578 0,40
0,1 1555+1,27 1326+0,80 13,98+ 1,16 650+028 7,66+0,42 7,20+0,.27
1 13,42+1,50 12,97+0,57 12,43+0,93 626+022 638+090 9,95+0,49
10 12,01 £0,77 12,84+093 12,14+0,78 7,64+030 7,13+059 9,50+ 1,09
100 14,68 1,95 12,68+0,67 11,65+156 678+033 6284043 9914083

NO:2HTy: Nitrohidroxifirosol. NO2HTy-A: Acetato de nifrohidrpxiﬁrosilo. NO,HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. DEM: Maleato de dietilo.
GSH: Glutatiéon reducido

Tabla 5.12

Valores (media + EEM) de % GSSG respecto a GSH+GSSG en muestras de tejido cerebral inducido
quimicamente con DEM, tras la incubacién con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracién

(M) NOzHTy  NO:HTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 28,33+ 1,55 28,33+1,55 28,89+3,69 2899+223 2899+223 2899+223
0 + DEM 32,86+211 3286+2,11 3286+211 3731+1,70 37,30+1,70 37,30+ 1,70
0,1 3337+ 1,17 29,73+1,55 34,18+231 3520+1,11 37,30+1,70 37,30+ 1,70
1 35704208 30,33+2,18 39,52+336 31,64+0,67 3476+548 30,77 +3,38
10 41,74+9.81 33,11+1,91 42,48+209 31,16+059 28,41+1,51 32,37+2,56
100 3554+1,58 30,80+297 3650+358 3122+086 31,86+1,25 32,84+213

NO-HTy: Nitrohidroxitirosol. NO.HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. DEM: Maleato de dietilo.
GSSG: Glutatién oxidado

Los resultados no mostraron diferencias significativas en los niveles de GSH

(Figura 5.22) y GSSG (Figura 5.23) tras la incubacion con las diferentes
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concentraciones de los compuestos fendlicos respecto a las muestras controles
inducidas con DEM, a excepcidn del derivado lipofilico HTy-E cuya incubaciéon

con el tejido manifestd una ligera recuperacion de los niveles de GSH.
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Figura 5.22
Curva concentracién-efecto de los compuestos fendlicos (serie nitrocatecol y catecol)
en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de GSH)
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Figura 5.23
Curva concentracién-efecto de los compuestos fendlicos (serie nitrocatecol y catecol)
en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de GSSG)

5.4.1.2. Resultados de las variables del tejido cerebral sometido a hipoxia-
reoxigenacion

5.4.1.2.1. Variables de estrés oxidativo
5.4.1.2.1.1. Determinacidn de productos de la peroxidacion lipidica (MDA)

La capacidad antiperoxidativa fue determinada tras la induccién del
dano oxidativo a través del modelo experimental HR. Los valores de TBARS

aumentaron significativamente en el tejido sometido a la induccién quimica
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respecto al tejido sin induccion transcurrido el periodo Ultimo de reoxigenacion

del proceso (Figura 5.24).
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Figura 5.24
Cuantificacién de los TBARS en tejido sometido a hipoxia- reoxigenacién (HR) respecto a valores basales

En la siguiente tabla de datos (Tabla 5.13) se muestran los resultados
medios (media = EEM) correspondientes a los valores de TBARS, como indice
de produccién de perdxidos lipidicos, en tejido cerebral sometido al modelo
experimental HR y simultdnea incubaciéon con los diferentes compuestos
fendlicos, nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y sus precursores (HTy,
HTy-A 'y HTy-E).

Tabla 5.13
Valores (media + EEM) de TBARS (umol/mg proteina) en muestras de tejido cerebral sometidas al

proceso de HR, tras la incubacién con diferentes concentraciones de los derivados
nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracién

(M) NO2HTy  NOzHTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E

0 1,19+0,01 1,19+001 1,19+001 305+0,13 3,18+0,20 3,18+0,20
0+ HR 11,97+0,04 11,97+0,04 11,97+0,04 1306+1,13 13,06+ 1,13 13,06+ 1,13
1 11,81+0,07 11,73+0,06 11,67+0,11 1572+1,63 8,15+0,81 13,96+0,20

5 11,62+0,18 11,56+0,07 11,67+0,01 9,42+095 887+1,08 10,86+0,21

10 11,66 £0,04 10,49 +0,08 10,73+0,18 7,98+0,73 4,01+045 7,67+0,20

50 11,58+0,07 11,34+0,05 11,43+0,12 6,93+0,42 295+034 6,30+0,18
100 11,50£0,06 11,32+0,04 10,33+0,14 372+039 267+035 327+0,03
500 10,94+0,04 1091+0,03 1083+0,10 2727+030 220+031 1,19+0,03
ICs0 (LM) > 500 > 500 >500  52,41%560 6,60%0,58 76,03+2,38

NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nifrohidroxifiro§i|o. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenacion. ICso: Concentracién inhibitoria 50%. TBARS: Productos de reaccién con dcido tiobarbitdrico.
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Tras el andlisis de los resultados se observd cdémo los compuestos
nifrocatecoles no mostraron una capacidad antiperoxidativa significativa fras
el proceso HR, a diferencia de la serie de compuestos catecoles con valores
de ICsode 52,41, 6,60y 76,03 uM para HTy, HTy-A y HTy-E, respectivamente.

Este hecho evidencia una falta de potencia antiperoxidativa tras la
induccion del dano por HR en los compuestos nitroderivados, contrario a la

actividad antioxidante manifestada por la serie catecol (Figura 5.25).
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Figura 5.25
Curva concentracién-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E)
(arriba) y los catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) (abajo) en términos de porcentajes
de cambio respecto al tejido inducido (100% de produccion de TBARS)

5.4.1.2.1.2. Determinacion del sistema de defensa antioxidante Glutation

Se determind la capacidad de defensa antfioxidante a través de la
cuantificacion de los niveles de GSH y GSSG fras el modelo experimental HR,

observandose una disminucion significativa en los niveles de GSH asi como un
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incremento en el porcentaje en su forma oxidada (GSSG) (Figuras 5.26 y 5.27,

respectivamente).
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Figura 5.26
Cuantificacién GSH en tejido sometido al proceso experimental
de HR respecto a valores basales
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Figura 5.27
Cuantificaciéon del porcentaje de GSSG respecto a glutation total en tejido
sometido al proceso experimental de HR respecto a valores basales

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién, han puesto
de manifiesto que sdlo la concentracidén de 100 uM modifica la reduccidén y
aumento de GSH y GSSG respectivamente, en el modelo de HR. Por ello, se
procedid a la incubacién con la concentracion mencionada de los distintos

compuestos utilizados en el presente estudio.

En las siguientes tablas de datos se muestran los resultados (media + EEM)

correspondientes a los valores de GSH (Tabla 5.14) y GSSG (Tabla 5.15) tras el
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proceso de HR y simultdnea incubacion con 100 uM de los compuestos de

ambas series de catecoles y nitrocatecoles.

Tabla 5.14
Valores (media + EEM) de GSH (umol/g tejido) en muestras de tejido cerebral tras el modelo experimental de
HR e incubacién con la concentracién de 100 uM de los derivados nitfrocatecoles
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracién

(M) NOHTy  NOzHTy-A  NO:zHTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 12,92+0,69 12,92+0,69 12,92+0,69 13,01+0,77 13,01+0,77 13,01+0,77
0+ HR 381+062 381062 381+062 475+057 475+057 4,75+0,57
100 376+043 3,15+0,57 4,10+034 7,55+0,46 7,47+032 7,58+0,32

NO:2HTy: Nitrohidroxifirosol. NO2HTy-A: Acetato de nifrohidroxiﬁrosjlo. NO,HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenaciéon. GSH: Glutatién reducido

Tabla 5.15
Valores (media + EEM) % GSSG respecto a GSH+GSSG en muestras de tejido cerebral fras el modelo
experimental de HR e incubacién con la concentracién de 100 uM de los derivados nitrocatecoles
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracién

(M) NOHTy  NOzHTy-A  NO:2HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 16,63+0,84 16,63+0,84 1663+084 1606+1,06 1606+106 1606+1,06
0+ HR 36,06+2,22 3606+222 3606+222 2566+227 2566+227 2566227
100 37,47 +1,65 39,38+1,05 38,17+306 17,59+1,07 18,43+1,49 16,87 +0,84

NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de ni’rrohidroxi’riros’ilo. NO,HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenacion. GSSG: Glutation oxidado

A contfinuacién se muestra un andlisis comparativo de los compuestos
nitrocatecoles (Figura 5.28) y los catecoles (Figura 5.29) de la actividad de
defensa antioxidante del sistema glutation. Se pudo comprobar que los
compuestos nitfroderivados de HTy no mostraron diferencias significativas para
ambas determinaciones. Por el contrario, la actividad de glutatién en su forma
reducida y oxidada si se vio modificada tras la incubacion con los compuestos
precursores, en particular para la forma oxidada (GSSH), que recuperd los

niveles basales.
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Figura 5.28
Cuantificacion de los valores de glutation reducido (GSH) (Figura izquierda) y oxidado (GSSG,
expresado en porcentaje respecto a glutation total)(Figura derecha) en el tejido sometido al
modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion e incubado con los compuestos
nitrocatecoles (NOzHTy, NO2HTy-A, NO2HTy-E) a concentracion de 100 uM
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Figura 5.29
Cuantificacién de los valores de glutatiéon reducido (GSH) (Figura izquierda) y oxidado (GSSG,
expresado en porcentaje respecto a glutation total) (Figura derecha) en el tejido sometido al
modelo experimental de hipoxia-reoxigenacioén e incubado con los compuestos
catecoles (HTy, HTy-A, HTy-E) a concentracién de 100 uM

5.4.1.2.1.3. Variables de muerte celular

Los valores de muerte celular en el tejido sometido a un proceso de
hipoxia-reoxigenacion mostraron un aumento significativo respecto a valores

basales (Figura 5.30).
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Figura 5.30

Cuantificacién de lactato deshidrogenasa (LDH) en tejido sometido a HR respecto a valores basales

En la Tabla 5.16 se muestran los resultados medios (media + EEM)

correspondientes a los valores de LDH, como indice de muerte celular, en

tejido cerebral sometido a un modelo de HR e incubacién con los diferentes

compuestos fendlicos, nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y sus

precursores (HTy, HTy-A y HTy-E), en un rango de concentraciones creciente (1-

500 uM).

Tabla 5.16

Valores (media + EEM) de LDH (UA/mg fejido) en muestras de tejido cerebral fras el modelo experimental HR

e incubacidon con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles

(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E)

Concentracion

(M) NO2HTy  NOzHTy-A  NO:HTy-E HTy HTy-A HTy-E
0 025+002 025+002 025+002 055+004 055+004 0,55 0,04
0+ HR 196+0,04 196+004 196+004 3,13+0,10 3,13+0,10 3,13%0,10
1 1,67£0,06 1,70+009 1,71+0,11 294+041 334+031 2238+0,09
5 1,70£020 1,76+0,13 1,60£0,08 200+0,16 260%048 1,95+0,13
10 1,72+0,14 1,72+0,08 1,44+008 208+008 293+057 1,76%0,10
50 1,47+0,13  1,69+0,19 131005 196+025 120021 097+0,12
100 1,30+0,13  1,52+0,17 1,50£0,10 1,88+002 0,79+0,12 0,78+0,03
500 2,80+0,17 278+021 198+0,18 180+0,17 060+021 1,18+0,14
ICs0 (LM) > 500 > 500 >500  16500%2,80 13,36+ 1,25 28,10+2,89

NO-HTy: Nitrohidroxitirosol. NO.HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter eftilico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenacién. LDH: Lactato deshidrogenasa
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Los compuestos nitroderivados de HTy redujeron parcialmente la muerte
celular inducida por el modelo HR (Ver Tabla 5.16), como se desprende de los
altos valores obtenidos para el pardmetro ICso, superior a la madaxima
concentracion evaluada de 500 uM. Los compuestos NO2HTy y NO2HTy-A
ofrecieron su mayor actividad a la concentracion de 100 uM mientfras que
NO2HTy-E resulté comparativamente ser mds activo al reducir el dano
significativamente con 50 uM (Figura 5.31). Por otfro lado, la serie catecol
mostrd mayor actividad que la serie nitrocatecol, con valores de ICso
significativamente mds pequenos, en particular para los compuestos mds

lipofilicos, 13,36 y 28,10 uM para HTy-A y HTy-E, respectivamente.
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Figura 5.31
Curva concentracién-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (arriba) y catecoles (HTy,
HTy-A y HTy-E) (abajo) en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de LDH)

Asimismo y considerando una Unica concentracion (100 uM), se llevd a
cabo un estudio comparativo de los compuestos nitfrados y sus precursores
(Figura 5.32) donde se pudo comprobar como los derivados lipofilicos ofrecian

un mejor perfil neuroprotector que sus respectivos precursores en ambas series,
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nitrocatecol y catecol. Cabe citar también que los derivados alquilicos HTy-E y
NO:2HTy-E produjeron el méximo efecto de neuroproteccion tras el modelo

experimental HR.
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3 404 / HTy-A
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F 207 / EZE HTy-E

A5 j’
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Compuesto (100 pM )
Figura 5.32
Cuantificacién de los valores LDH expresado en términos de porcentajes respecto las muestras controles

(100% de produccion de LDH). Andlisis comparativo de los compuestos nitroderivados (NO2HTy,
NO2HTy-A, NO2HTy-E) y sus precursores (HTy, HTy-A, HTy-E) a concentracion de 100 uM

5.4.2. Resultados correspondientes a los experimentos ex vivo

En la Tabla 5.17 se muestran los resultfados medios (media * EEM)
correspondientes a los valores de TBARS y LDH, como indices de peroxidacion
lipidica y muerte celular, respectivamente. Se expresan los valores fras la
administracién oral durante 7 dias de 20 mg/kg de los compuestos estudiados
y posterior aplicacion del modelo experimental HR en cortes cerebrales de
ratas. Los valores de TBARS y LDH son expresados segun el grupo experimental
tras el fratamiento con el compuesto fendlico respecto a un valor control HR y

un control absoluto sin fratamiento.

Tabla 5.17
Valores (media + EEM) de TBARS (nmol/mg prot) y LDH (UA/mg tejido) en muestras de tejido cerebral fras el
tratamiento oral (20 mg/kg/dia) de los derivados nitfrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NOHTy-E) vy
catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) y posterior desarrollo del modelo experimental HR

Control HR NOzHTy NO2HTy-A NOHTy-E  HTy HTy-A HTy-E

TBARS 3,64+0,34 873+£0,53 8,47+0,45 830+0,32 8,12+0,64 514+0,50 3,65+0,26 2,56+0,14
LDH 0.12+0,02 3,16+£0,10 379+0,12 398+0,16 3,01+006 2,51+0,08 2,11+0,06 1,83+0,02

NO-HTy: Nitrohidroxitirosol. NO.HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter eftilico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenacién. LDH: Lactato deshidrogenasa. TBARS: Productos de reaccién con dcido tiobarbitdrico
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Los nitroderivados de HTy no evitaron el dano inducido con el modelo HR
al mostrar niveles de TBARS y LDH similares al control positivo, tejido cerebral sin
tratar con los compuestos fendlicos. En cambio, la serie catecdlica fue capaz
de minimizar el estrés sometido al tejido cerebral, en particular los compuestos

mas lipofilicos, HTy-A y HTy-E.

5.5. Estudio del efecto de los nitroderivados de HTy sobre la actividad
COMT

Con el fin de valorar el efecto neuroprotector de los nitrocatecoles
seleccionados, nitrohidroxitirosilo (NO2HTy, 49), acetato de nitrohidroxitirosilo
(NO2HTy-A, 50) y éter etilico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59) en la EP, se
llevaron a cabo estudios ex vivo e in vivo. Todos estos estudios estuvieron
encaminados a evaluar la potencia inhibidora de dichos compuestos sobre la
actividad COMT a través del estudio de diferentes marcadores o metabolitos
generados del catabolismo de la dopamina (DA). Asimismo, se emplearon
con fines comparativos el compuesto de unidad catecol hidroxitirosol (HTy, 2)

asi como el inhibidor comercial Ro 41-0960.

5.5.1. Estudio en tejido
5.5.1.1. Efecto sobre la DA y sus metabolitos

El fratamiento agudo, basado en una Unica administracion intraperitoneal,
mostré un claro y significativo incremento en el contenido de DA intracelular
en el estriado para los compuestos Ro 41-0960, HTy y NO2HTy, en comparaciéon
con el control salino con aumentos de 123,46, 118,9 y 119,6%, respectivamente
(Figura 5.33). Por el contrario, NO2HTy-A (105,8%) y NO:2HTy-E (104,8%) no
mostraron diferencias significativas respecto al control, aunque si respecto al
inhibidor comercial Ro 41-0960 (Figura 5.33).

En el andlisis de los resultados obtenidos tras la administracién crénica
durante cinco dias, la Figura 5.33 también muestra que los compuestos
fendlicos produjeron un incremento significativo de DA intracelular, que fue

muy superior cuando se compara con los datos del tratamiento agudo, en
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especial para los compuestos HTy (137,0%) y NO2HTy-E (123,6%); sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas cuando se compararon ambos
tipos de tratamientos en el caso de NO2HTy, NO2HTy-A y el inhibidor comercial

Ro 41-0960 con porcentajes de aumento de 113,7, 1143 y 122,5%,

respectivamente.
a: comparado con el salino
b: comparado con Ro 41-0690
15000 \gudo c: comparado con el tto agudo
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Figura 5.33
Efecto de los fratamientos agudo y crénico sobre el contenido de DA en el estriado

El andlisis del dcido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), metabolito de la DA,
mostré un aumento significativo del contenido intracelular en el estriado en
ambos tratamientos de cardcter agudo y crénico (Figura 5.34). Los mayores
valores de DOPAC se observaron fras la administracion intraperitoneal del
inhibidor comercial Ro 41-0960 (agudo, 234,6%; cronico, 225,5%), cuando se
compard con el control salino. De forma similar, la administracion de HTy
produjo un incremento significativo respecto al control salino, aunque no se
hallaron diferencias derivadas del tipo de administracion del compuesto
(agudo, 152,7%; cronico, 155,1%). Por el contrario, la administracién crénica de
los compuestos nitroderivados si arrojé resultados que evidencian un aumento
de los niveles de DOPAC tfras una administraciéon prolongada en el tiempo. Este
hecho se pone especialmente de manifiesto en la Figura 5.34 para los
derivados lipofilicos, NO2HTy-A y NO2HTy-E, mostrando un aumento significativo
de los niveles del metabolito en comparacion con el fratamiento agudo:
NO2HTy-A (agudo, 146,7%; crénico, 181,8%) y NO2HTy-E (agudo, 122,7%;
croénico, 195,8%). Por su parte, para el compuesto nitro-precursor, NO2HTy, se
observdé un aumento, aunque no fue significativo, del metabolito tras la

administracién crénica, frente al fratamiento agudo (agudo, 131,3%; cronico,
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167,6%). Como ya se ha descrito anteriormente, el inhibidor comercial Ro 41—
0960 ofrecid los valores mds elevados de DOPAC, en comparacién con el
grupo control, aunque no se hallaron diferencias significativas entre ambos
tipos de tratamientos. En la linea de estos resultados, cabe destacar que el
derivado lipofilico NO2HTy-E produjo un aumento similar al observado por el
inhibidor comercial tras una administracion cronica del compuesto (Ro 41-
0960, 225,5%; NO2HTy-E, 195,8%).
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Figura 5.34
Efecto de los tratamientos agudo y crénico sobre el contenido de DOPAC en el estriado

El andlisis del contenido intracelular en el estriado de otro metabolito de la
DA, el dcido homovanilico (HVA), mostrd diferencias estadisticamente
significativas cuando se administrd el inhibidor comercial Ro 41-0960 vy se
compard con el grupo confrol y los compuestos fendlicos. De hecho, la
administracion crénica de Ro 41-0960 mostré una fuerte reduccion en el
contenido de HVA en el estriado, el cual, no se observd en el resto de
compuestos. No obstante, se puede constatar que la administracion crénica
produjo una disminucién de los niveles del metabolito en comparacién con el
tratamiento agudo para cada uno de los compuestos fendlicos, aunque no
fue significativa respecto al control salino. La Figura 5.35 muestra la notable
disminucion de los niveles de HVA observada para el compuesto Ro 41-0960
tras su administracién crénica (13,1%) y, por parte de los compuestos fendlicos,
la menor disminucién observada: HTy (102,5%); NO2HTy (95.7%); NO2HTy-A
(83.9%) y NO2HTy-E (86,5%).
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Figura 5.35
Efecto de los tratamientos agudo y crénico sobre el contenido de HVA en el estriado

7 re o

5.5.2. Estudio en dializado: microdidlisis

5.5.2.1. Estudio de la perfusion infracerebral de los compuestos

La perfusion del inhibidor comercial Ro 41-0960, a una concentfracion
20uM, produjo un incremento significativo de 136,0% sobre el valor basal de los
niveles extracelulares de DOPAC con una respuesta prolongada en el tiempo
(Figura 5.36). Al mismo tiempo, se observdé una disminucion, también
estadisticamente significativa, de los valores de HVA, que presentaron la
misma tendencia de mantenimiento y larga duracion en el tiempo que los de
DOPAC. Por el contrario, los valores exiracelulares del dacido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) permanecieron constantes en las muestras de

dializado durante todo el tiempo que durd el andlisis (Figura 5.36).
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Figura 5.36

Efecto de la perfusién de Ro 41-0960 20 uM sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA
en el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales
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El estudio del efecto del compuesto fendlico HTy, en muestras de dializado,
mostré un claro vy significativo aumento de los valores de DOPAC respecto a
niveles basales con un incremento de 143,5%, que fue superior al obtenido por
el inhibidor comercial. Sin embargo, a diferencia de Ro 41-0960, el HTy no
presentd un efecto duradero sobre el metabolito DOPAC manteniéndose
poco tiempo mds que el intervalo de perfusion. Por el contrario, los valores de
HVA mostraron una disminucion significativa respecto a valores basales,
aungue no tan acusada como el compuesto comercial, pero si sostenida en el
tiempo. Los niveles de 5-HIAA se mantuvieron constantes sin cambios

significativos (Figura 5.37).
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Figura 5.37

Efecto de la perfusién de HTy 20 uM sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA
en el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales

La perfusion del nitrocatecol NO2HTy presentd efecto sobre los metabolitos
estudiados proporcional al fiempo de perfusion de una hora. En la Figura 5.38
se puede apreciar un aumento significativo de los niveles extracelulares de
DOPAC con un incremento de 125,0% respecto a los valores basales. De igual
forma, se obtuvieron diferencias significativas para el metabolito HVA, con una
disminucion ligeramente mds sostenida en el fiempo. No se hallaron diferencias

significativas en los valores de 5-HIAA (Figura 5.38).
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Figura 5.38

Efecto de la perfusidn de NO2HTy 20 uM sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA 'y 5-HIAA en el
estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales

El estudio de perfusidon del derivado éster lipofilico, NO2HTy-A, condujo a
observar un comportamiento sobre los metabolitos estudiados mds
prolongado en el tiempo. Cabe destacar el incremento de los valores de
DOPAC vy disminucion de HVA respecto a niveles basales estadisticamente
significativos (figura 5.39). En particular, se produjo un aumento de 125,0% en
los valores de DOPAC y una disminucion de 82,9% en los valores de HVA,
respecto a las muestras de dializado basales. No se encontraron diferencias
significativas para 5-HIAA manteniéndose sus valores constantes durante el

tiempo de estudio (Figura 5.39).
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Figura 5.39
Efecto de la perfusidn de NO2HTy-A 20 uM sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA en
el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales
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El derivado éter de cardcter también lipofilico, NO2HTy-E, presentd una
tendencia similar a su andlogo acilico (Figura 5.40). Es por esto que su efecto
fue también prolongado en el tiempo, siguiendo después de la perfusion de
dicho compuesto, con diferencias significativas sobre los metabolitos DOPAC y
HVA, obteniéndose un incremento en los niveles de DOPAC de 128,0% y una
disminucion en los niveles de HVA de 75,5%, respecto a los niveles basales. De
igual forma a los anteriores compuestos estudiados, los valores de 5-HIAA se

mantuvieron constantes sin presentar diferencias significativas a lo largo del

tiempo.
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Figura 5.40

Efecto de la perfusion de NO2HTy-E 20 uM sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA
en el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales

5.5.2.2. Efecto sobre la DA y sus metabolitos

a) En un primer andlisis se compara el efecto de los diferentes compuestos
estudiados sobre los niveles exiracelulares de DOPAC. Con ello se puso de
manifiesto la tendencia al aumento de los niveles de este metabolito de la DA
respecto a los niveles basales y el tipo de respuesta a lo largo del tiempo
(Figura 5.41).
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Figura 5.41
Efecto de la perfusidon 20 uM de los compuestos Ro 41-0960, HTy, NO2HTy,
NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de DOPAC en el estriado

b) En un segundo apartado se muestra el andlisis del efecto de los
compuestos a diferentes tiempos de retencidn sobre los metabolitos de la DA
(DOPAC y HVA), asi como el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), estudiados a
través de microdidlisis. En la Figura 5.42 se puede observar que los valores
extracelulares de DOPAC mostraron un incremento significativo a tiempos de
75 y 105 minutos en relacidn a los niveles basales. En estos tiempos de
retencién, coincidiendo con el intervalo de perfusidon, se observdé un
incremento en los valores de DOPAC para todos los compuestos estudiados,
alcanzando el HTy valores significativamente superiores respecto al propio
inhibidor comercial Ro 41-0960. Sin embargo, a tiempo de retencion de 135
minutos coincidiendo con el final del tiempo de perfusion, el NO2HTy mostrd un
fuerte descenso de sus valores seguido del HTy. Los nitroderivados lipofilicos,
NO2HTy-A y NO2HTy-E, ofrecieron una mejor respuesta manteniendo los valores
de DOPAC elevados respecto a niveles basales durante mds tiempo. Fuera del
tiempo de perfusién, a 180 minutos, todos los compuestos estudiados sufrieron
una disminucidn significativa de sus valores de DOPAC, a excepcidon de Ro 41—

0960 con una tendencia al aumento y, por tanto, prolongada en el fiempo.
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a: comparado con Ro 41-0690
b: comparado con NO,HTy

I Ro 41-0690
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Figura 5.42

Estudio comparativo a diferentes tiempos de retencion tras la perfusion 20 uM de los compuestos
Ro 41-0960, HTy, NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de DOPAC en el esfriado

El estudio de los niveles extracelulares de HVA a diferentes tiempos de
retencion permiti®¢ analizar, de igual forma, el comportamiento de los
diferentes compuestos a lo largo del tiempo (Figura 5.43). Cabe destacar la
fuerte y significativa disminuciéon de los niveles del metabolito por accién del
Ro 41-0960, ya apreciable en el minuto 105 y que fue en aumento en los
tiempos siguientes. En contraposicion, los compuestos fendlicos estudiados no
mostraron una disminucidon acusada de los niveles de HVA. En un desglose por
tiempos, a 75 minutos, no fueron significativas las diferencias pero si a tiempo
de 105 minutos. Sin embargo, el efecto sobre los niveles de HVA no fue
sostenido en el tiempo, recuperando valores proximos a los basales a tiempo
de 135 minutos y 180 minutos. De entre todos los compuestos fendlicos
estudiados, el que mostré un efecto mds significativo de disminucion de los

niveles de HVA fue el derivado lipofilico NO2HTy-E.
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a: comparado con Ro 41-0690

150~ I Ro 410650
ey

% de cambio respecto al control

Figura 5.43
Estudio comparativo a diferentes tiempos de retencion tras la perfusion 20 uM de los compuestos
Ro 41-0960, HTy, NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de HVA en el estriado

El estudio del efecto de estos compuestos sobre los niveles extracelulares
de 5-HIAA, a diferentes tiempos de retencién durante la toma de muestras por
microdidlisis cerebral, mostré un comportamiento estable de sus valores que
fue sostenido en el tiempo, sin observar ningun cambio significativo en dichos

niveles (Figura 5.44).

I Ro 410650

el
7L
4]

100

wn

% de cambio respecto al control

180

Figura 5.44
Estudio comparativo a diferentes tiempos de retencion tras la perfusion 20 uM de los compuestos
Ro 41-0960, HTy, NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de 5-HIAA en el estriado
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6. Discusion

6.1.1. Preparacion de ésteres de nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49)

La sintesis de los ésteres de NO2HTy (50-57) se ha llevado a cabo en dos
pasos a partir de HTy (2). En una primera etapa, se ha hecho reaccionar el HTy
con nitrito sédico en condiciones controladas de pH y temperatura para, en
una segunda etapaq, proceder a la esterificacion del NO2HTy (49) asi obtenido
mediante un procedimiento propuesto por nuestro grupo y ampliamente
utilizado para la esterificacion del HTy (Alcudia y cols., 2004; Trujillo y cols., 2006)

(Esquema 6.1).

4

HO OH HO OH HO s 3 1 0 R
— e —_—
HO Tampén HO NO pTsOH, A 0

acetato 2 HO™® =78 "NO,
Hidroxitirosol Nitrohidroxitirosol (50) R=CHj4 NO,HTy Acetato
HTy (2) NO,HTY (49) (51) R=CzH; NO,HTy Butanoato

(52) R= C5H11 NOZHTy Hexanoato
(63) R=C;H4s NO,HTy Octanoato
(54) R=CgH;9 NO,HTy Decanoato
(565) R=C44Hy3 NO,HTYy Laurato
(56) R= Cy3Hy7 NO,HTy Miristato
(57) R=Cy5H31 NO,HTy Palmitato

Esquema 6.1
Esquema general para la sintesis de los nuevos ésteres de nitrohidroxitirosol

Para ello se ha ufilizado HTy aislado y purificado a partir del alpeorujo
como material de partida. En el primer paso se ha utilizado un procedimiento
descrito previomente por Napolitano y cols. (2004), y que ha sido ligeramente
modificado en esta Tesis, lo que ha permitido aumentar el rendimiento del 60
al 80% en la nitracién del HTy de partida. Dichas modificaciones han consistido
en la utilizacién de una mayor concentracién y un menor tiempo de reaccién,
consiguiendose de esta manera minimizar la sobrenitracidon del anillo
aromdtico. El NO2HTy, obtenido como un sélido amarillo, ha sido esterificado
posteriormente por reaccidn con el correspondiente éster metilico o etilico
(acetato [C2:0], butanoato [C4:0], hexanoato [Cé:0], octanoato [C8:0],
decanoato [C10:0], laurato [C12:0], miristato [C14:0] o palmitato [C16:0]) en
presencia de dcido p-toluenosulfonico (pTsOH) como catalizador acido (Truijillo
y cols., 2006). Asi se han obtenido ocho ésteres de nitrohidroxitirosilo, 50-57

(Esquema 6.1), cuya sintesis se describe por primera vez en esta Memoria, con
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6. Discusion

rendimientos que han variado entre moderados y excelentes (véase apartado
5.1).

Todas las nuevas sustancias obtenidas han sido caracterizadas tanto por
sus puntos de fusion (sélidos), como por sus espectros de RMN y EM (tanto de
baja como de alta resolucién). Su determinacién estructural se ha realizado
fundamentalmente en base a la aplicacion de diversas experiencias de RMN
(COSY, NOESY, HSQC, HMBC), habiéndose asignado de forma inequivoca

todas las senales que aparecen en sus espectros de 'TH-RMN y 3C-RMN.

6.1.2. Determinacion estructural de los ésteres derivados de
nitrohidroxitirosol

6.1.2.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

En las Tablas 6.1 y 6.2 se presentan los datos de 'H-RMN y 3C-RMN de los
nuevos ésteres derivados de nitrohidroxitirosol (50-57), comparados con los

datos correspondientes a HTy (2) y NO2HTy (49).
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Tabla 6.1

6. Discusion

Datos de 'H RMN (500,13 MHz, DMSO-dg¢, 303k) para los compuestos 2, 49 y 50-57. Los desplazamientos
quimicos (8) se expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz

2 49 50 51 52 53 54 55 56 57
Unidad de fenetilo
] 349 (1)  3.56(1) 418(f) 420(t) 420(f) 420(t 420(f) 420(t 420() 420 (1)
(J12=7.2) (112=6,8) (Ji2=6,6) (J12=6,5) (J12=6,5) (J12=6,5) (J12=6,5) (Ji2=6,5) (J12=6,6) (Ji2=6,5)
2 2,52 (t) 2,90 (t) 3.06(t) 307 () 3,07(t) 307(t) 307(t 3,07() 307(t) 307t
657(d)  675(s) b74(s)  673(s) 673(s) 673(s) 674(s) 673(s) 673(s) 673 (s)
(J48=2,0)
7 6,60(d) 7.43(s) 7.46(s) 746(s) 7.46(s) TA7(s) T.47(s) TA47(s) 7.46(s) 7.47(s)
(J78 =8,0)
8 6,42 (dd)
Cadena acilica
2’ 1,94(s) 220(f) 220(t) 220() 221() 221() 220(t) 27201
(i=72 (J=74) (=74 (i=74) (J=74) (=74 (4=74)
3’ 1.48 (m) 1,45(m) 1,45(m) 1,45(m) 1,44(m) 1,44 (m) 1,44 (m)
4’ 081(t) 1.21(m) 121 (m) 122(m) 1,22(m) 122(m) 1.22(m)
(3J=7,4)
57
6’ 0,82 (1)
(3= 7/4)
7Y
8’ 0,82 (1)
(3J=7,4)
97
10’ 0,84 (1)
(1= 69
1’
12’ 0,84 (t)
(= 69)
13’
14" 0,84 (1)
(1= 69
15’
16’ 0,84 (t)
(3I= 69
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Tabla 6.2
Datos de 13C RMN (125,76 MHz, DMSO-ds, 303k) para los compuestos 2, 49 y 50-57.
Los desplazamientos quimicos (6) se expresan en ppm

2 49 50 51 52 53 54 55 56 57
Unidad de fenetilo
I 62,5 61,0 63,4 63,2 63,2 63,2 63,2 63,2 63,2 63,2
2 38,4 36,0 31.8 31,9 31.8 31,9 31.8 31.8 31.8 31.8
3 130.1 127.8 126,2 126,3 126,2 126,3 126,2 126,2 126,2 126,2
4 116,2 118,5 118.,4 118.,5 118,4 118.4 118,4 118,4 118,4 118.4
5 144,8 150,9 151,2 151,2 151,2 151,2 1511 151,2 151,2 151,2
6 1432 143,7 144,2 144,2 144, 144,2 144, 1441 1441 1441
7 115,3 112,0 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2
8 119.3 139.7 139.8 139.7 139.7 139.7 139.7 139.7 139.7 139.7

Cadena acilica

' 170,2 172,5 172,7 1727 172,6 172,6 1727 172,6
2’ 20,6 35,3 33,4 33,5 33,4 33,4 33,4 33,4
3’ 17.8 24,0 24,4 24,2 24,3 24,3 24,3
4’ 13.3 30,5  28,4-28,3 28,7-28,3 28,9-28,3 29,0-28,3 29,0-28,3
5’ 21,7 “ " “ " “
6’ 13,7 31,1 " " " "
7' 22,0 " “ “ .
8’ 13,9 31,2 “ “ .
9’ 22,0 " " "
10’ 13.8 31.2 " "
I 22,0 “ .
12’ 13.9 31.2 .
13’ 22,0 "
14’ 13.9 31.2
15’ 22,0
16’ 13,9
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En la Tabla 6.1 se observa coémo al pasar del HTy (2) al NOzHTy (49) se
modifica tanto el nUmero de senales como el patrén de acoplamiento en la
zona de los protones aromdaticos (6-8 ppm), debido a la infroduccién del
grupo nitro, pasando de fres senales a 6,57 (doblete, H4), 6,60 (doblete H7) y
6,42 ppm (doble doblete, Hs) en el caso del HTy (Figura 6.1.A) a sélo dos a 6,75
(H4) y 7,43 ppm (H7), en el caso del NO2HTy, apareciendo ambos en este caso
como singuletes, por la incorporacién del grupo nitro en posicion 8 de dicho
anillo (Figura 6.1.B). La presencia de este grupo nitro permite explicar ademads
por qué estas Ultimas senales aparecen desapantalladas respecto a las
comentadas para el caso del HTy, siendo ello especiaimente evidente para la
senal correspondiente a Hy que pasa de 6,60 a 7,43 ppm (AS =+ 0,83 ppm) tras
la incorporaciéon del grupo nitro en orto. Respecto a los espectros de carbono-
13, es de resaltar la importante modificacion en el desplazamiento quimico de
Cs que pasa de 119,3 a 139,7 ppm (AS = + 20,4 ppm) debido a la infroduccidén
del grupo nitro en esa posicion. Todos estos datos nos permiten confirmar la
presencia del grupo nitro en posicion 8, infroducido en la primera etapa del

esquema sintético antes mencionado.

H;
H, HO A0
,
HO 75N02
C DMSO
H7
H,
4 2
HO 1 _OH
E@i/\/ H, H,
HO 68 N0,
B J DMSO
H, H,
HO AL _A~__OH
5 3
Hob78
L DMSO
e
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25  ppm
Figura 6.1

Comparacion de sefiales en los espectros de 'H-RMN de los compuestos 2 (A), 49 (B) y 50 (C)
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Por ofra parte, se puede observar en la Tabla 6.1 que al pasar del NO2HTy
(49) a la serie de sus nuevos ésteres sintetizados (50-57), las senales
comentadas para Hs y Hy se mantienen prdacticamente constantes en sus
valores de desplazamiento quimico, lo cual indica que el grupo nitro se
mantiene estable en todos ellos (véase Figura 6.1.B y 6.1.C). En cambio, si se
observa un desplazamiento hacia campo bajo (AS = + 0,6 ppm) de la senal
correspondiente a Hi, debido a la esterificacién producida precisamente en
esta posicion 1. La aparicion de senales adicionales asignadas a los protones
en las diversas posiciones (2' a 16') de la cadena lateral en cada uno de los
derivados preparados, permite igualmente confirmar la funcionalizacién del
OH alcohdlico presente inicialmente con el dcido carboxilico correspondiente

en cada caso.

Estos datos se ven también corroborados en la Tabla 6.2, observandose en
todos los espectros de 3C-RMN de los nuevos ésteres (50-57) la aparicién de
una senal sobre 172 ppm, de facil asignacién al carbono carboxilico (Ci') de la
cadena acilica introducida en 1, asi como una ligera modificaciéon de la senal
del carbono en posicion 2, debida al efecto apantallante B producido por la
presencia de dicho sustituyente. Por Ultimo, resaltar que la senal asignada all
carbono 8, que porta el grupo nitro, se mantiene practicamente constante en

toda la serie de ésteres derivados sintetizados (50-57), como era de esperar.
6.1.2.2. Espectrometria de masas (EM)

En cuanfo a los datos obtenidos en sus correspondientes espectros de
masas, se puede observar una serie de picos caracteristicos que corroboran la

estructura propuesta para estos derivados (Tabla 6.3).
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Tabla 6.3
Principales iones registrados y sus abundancias relativas (%)
obtenidos mediante Cl para los compuestos 49 y 50-57

6. Discusion

16n 49 50 53 54 55 57
[M+H]* m/z 200 242 326 354 - -
% (12) (0,1) (0,1) (0,1)
[MH-31]* m/z 169 211 295 323 351 407
% (4,0) (2,3) (3,0) (10) (12) (22)
m/z =182 % (100) (100) (100) (100) (50) (53)
m/z =166 % (16) (13) (17) (44) (22) (27)
m/z =164 % (4.0) (18) (21) (36) (20) (17)
m/z =152 % (28) (23) (23) (37) (31) (47)
m/z =151 % (3,5) (7.6) (8,8) (20) (65) (100)
m/z =136 % (33) (23) (16) (29) (13) (15)
RCOOH2* m/z 61 145 173 201 257
% (15) (11) (41) (100) (64)
RCO* m/z 127 155 183 239
% (21) (39) (26) (22)

En esta tabla se puede comprobar cémo el ion cuasimolecular [M+H]* es

relativamente abundante para el NO2HTy (49), pero es casi imperceptible para

la serie de derivados acilados. No obstante, en cada caso aparece un

conjunto de iones comunes que dan cuenta de la estructura propuesta para

cada derivado. Son de resaltar en este sentido los iones [MH-31]*, RCOOH2* y

RCO*, observados en toda la serie analizada. Estos Ultimos se producirian por

fragmentacion de la cadena acilica, presente en la posicion 1, llegando

alguno de ellos a ser el pico base del espectro (100%), como es el caso del

compuesto 55. En la mayoria de los restantes casos, el pico base corresponde

a un idén que aparece a m/z 182, cuya formacidén se puede explicar faciimente

por fragmentacion de la cadena lateral (Esquema 6.2).

m/z 182 «_

HO

HO

%0
J OGR!
NO

2

Esquema 6.2
Formacién del ién m/z 182, observado en los espectros de masas de los compuestos 49-57

Ademdas, el estudio de la composicion del idn molecular [M]** mediante

espectrometria de masas de alta resolucion de los compuestos 50-57 nos ha
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permitido confirmar la masa molecular calculada en cada caso, con una

desviacion de masa que varia entre 0y 3,0 ppm (véase apartado 5.1.1).

6.1.3. Preparacion de éteres alquilicos de nitrohidroxitirosol

La sintesis de los éteres derivados de nitrohidroxitirosol ha necesitado de

cuatro pasos (Esquema 6.3).

HO OH BnO OH BnO O
D/\/ BnBr /K,CO3 ]@/\/ I(CH,),CHs DN M
—_— B —— e
HO acetona BNO KOH / DMSO BRO

Hidroxitirosol
27-31
2) (26) (27-31)
J H, / Pd(C)
THF
(58) n=0 4 2 e
_ HO O HO O
Ei;; 2 - ; I:E\W/ \(\/); NaNO, ]@/\/ M;
- Tampdén
(61) n=5  HO" ¢ 8°NO; acetato HO
(62) n=7 (36-40)

Esquema 6.3
Esquema general para la sintesis de los nuevos éteres de nitrohidroxitirosol

En el primer paso se ha procedido a la proteccion de los OH fendlicos
presentes en el HTy, en forma de bencil éteres (26), con el fin de evitar que
reaccionen en el siguiente paso. En la segunda etapa se ha procedido a la
infroduccién de una cadena alquilica, de longitud variable, en el OH
alcohdlico libre, mediante el uso de los ioduros de alquilo correspondientes
como agentes alquilantes, obteniéndose los éteres protegidos (27-31). La
siguiente etapa ha consistido en la desproteccion de los OH fendlicos,
mediante la hidrogenolisis de los grupos bencilo, obteniéndose los
correspondientes alquil éteres de HTy libres (36-40), que finalmente han sido
sometidos a la reaccion de nitracion, en condiciones similares a las descritas
para la sintesis de los ésteres derivados (véase apartado 4.1.4), rindiendo los

compuestos 58-62, descritos por primera vez en esta Memoria.

Los rendimientos quimicos obtenidos en la reaccion de nitraciéon final han
sido en general aceptables, variando entre el 63 y el 74%, obteniéndose todos

los compuestos puros mediante columna de cromatografia. Indicar que en
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esta etapa de purificacion se producia inicialmente una gran pérdida de
producto, posiblemente retenido por la fase estacionaria utilizada (gel de
slice) que hacia disminuir enormemente el rendimiento quimico del
procedimiento. Se han probado otras sustancias inertes como fase
estacionaria (alumina, C18) pero sin resultado. Finalmente, la adicién de una
pequena cantidad de acido formico (1%) al eluyente utilizado en cada caso

permitio solventar, en parte, este problema.

Al igual que en el caso de los ésteres, todas las nuevas sustancias
obtenidas han sido caracterizadas tanto por sus puntos de fusion (sélidos),
como por sus espectros de RMN y EM (tanto de baja como de alta resolucién).
Su determinacion estructural se ha realizado fundamentalmente en base a la
aplicacién de diversas experiencias de RMN (COSY, NOESY, HSQC, HMBC),
habiéndose asignado de forma inequivoca todas las sefales que aparecen en
sus espectros de 'H-RMN y 13C-RMN.

6.1.4. Determinacion estructural de los éteres derivados de
nitrohidroxitirosol

6.1.4.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

En las Tablas 6.4 y 6.5 se presentan los datos de 'H-RMN y 3C-RMN de los
nuevos éteres derivados de NO2HTy (58-62), comparados con los datfos

correspondientes a HTy (2) y NO2HTy (49).
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Tabla 6.4
Datos de TH RMN (500,13 MHz, DMSO-d¢, 303k) para los compuestos 2, 49 y 58-62. Los
desplazamientos quimicos ( 6 ) se expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz

2 49 58 59 60 61 62
Unidad de fenetilo
] 349 (1 356(1) 348(H 351(1) 351() 350(1) 3.50(1)
(J12=7.2) (J12=6,8) (112=6,6) (J12=6,7) (h12=6,7) (J2=6,5) (J12=6,7)
2 252 ()  290(t) 299(1)  299(1) 299(1) 299(H 299 (1
4 657 (d)  675(s) 675(s) 676(s) 675(s) 675(s) 675(s)
(J48=2,0)
7 6,60(d) 743(s) 745(s) 7.44(s) T.44(s) T.44(s) 7.44(s)
(J7.6 =8,0)
8 6,42 (dd)
Cadena alquilica
I’ 321(s) 3.3%9(c) 333(t 3.32(t) 3.22(1)
(3J=7,00 (=635 (3J=66) (3J=60)
2 106 () 1.42(g) 1.43(g) 1.43(q)
3 126 (h) 1,22(m) 1,22 (m)
4 0,84 (1) "
(3J=7,0)
57
6’ 0,83 (t)
(3J=7,0)
7Y
8’ 0,84 (t)

(34 =7,0)
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Tabla 6.5
Datos de 13C RMN (125,76 MHz, DMSO-ds, 303k) para los compuestos 2, 49 y 58—62.
Los desplazamientos quimicos ( 6 ) se expresan en ppm

2 49 58 59 60 61 62
Unidad de fenetilo
) 62,5 61,0 71.7 69.6 69.8 69.9 69.9
2 38,4 36,0 32,5 32,8 32,8 32,7 32,7
3 130,1 127.8 1273 127.3 127.4 127.4 127.4
4 1162 118,5 118,4 118.3 118.4 118.4 118.3
5 144,8 150,9 151,0 1510 151,0 1510 151,0
6 143,2 143,7 143,9 143,9 143,8 143,8 143,8
7 1153 112,0 112,0 112,0 112,0 112,0 112,0
8 119.3 139.7 139.6 139.8 139.8 139.8 139.7

Cadena alquilica

I’ 57.8 65,2 69,6 69.8 69.8

2’ 15,0 31.2 29.1 29.1
3’ 18.8 25,3 25,6
4’ 13,7 31.0 28,7
5’ 22,0 28,6
6’ 13.8 31.2
7' 22,0
8’ 13,9

Se puede observar en la Tabla 6.4 que en toda la serie de los nuevos éteres
de nitrohidroxitirosilo sintetizados (58-62) aparecen de nuevo, en la zona de |os
protones aromdticos, sélo dos senales que se asignan faciimente a Hs y H7 por
analogia con el propio NO2HTy (49). Dichas senales ademds, se mantienen
practicamente constantes en sus valores de desplazamiento quimico, lo cual
confirma que el grupo nitro se ha incorporado en todos ellos en posiciéon 8, tal
como ya se discutid en el apartado 6.1.2.1. En esta ocasion la senal
correspondiente a Hi se modifica sélo muy ligeramente, debido a que la
presencia de un grupo alquilo en esa posicion prdcticamente no fiene un
efecto significativo. La aparicion de senales adicionales asignadas a los
protones en las diversas posiciones (1' a 8') de la cadena lateral en cada uno

de los derivados preparados, permite igualmente confirmar la funcionalizacion
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del OH alcohdlico presente inicialmente con Ila cadena alguilica

correspondiente en cada caso.

Estos datos se ven también corroborados en la Tabla 6.5, observdndose en
todos los espectros de BC-RMN de los nuevos éteres (58-62) un
desplazamiento a campo bajo (As = +10 ppm) de la senal correspondiente a
C: debido a la presencia de la cadena alquilica presente, asi como una ligera
modificacion de nuevo de la senal del carbono en posicion 2, debida al
efecto apantallante B producido por la presencia de dicho sustituyente. Por
Ultimo, resaltar que, como en el caso de los ésteres ya comentado, la senal
asignada al carbono 8 que porta el grupo nitro, se mantiene practicamente
constante en toda la serie de éteres derivados sintetizados (58-62), como era

de esperar.
6.1.4.2. Espectrometria de masas (EM)

En cuanto a los datos obtenidos en sus correspondientes espectros de
masas, se puede observar una serie de picos caracteristicos que corroboran

de nuevo la estructura propuesta para estos derivados (Tabla 6.6).

Tabla 6.6
Principales iones registrados y sus abundancias relativas (%)
obtenidos mediante Cl para los compuestos 49 y 58—62

16n 49 58 59 60 61 62
[IM+H]* m/z 200 214 228 256 284 312
% (12) (7,0) (5,0) (5,0) (4,0) (10)

[MH-18]* m/z 182 196 210 238 266 294
% (*) (3.5) (3.0) (2.0) (2.0) (5.2)

[MH-31]* m/z 169 183 197 225 253 281
% (4,0) (16) (4,5) (5,3) (10) (12)
m/z =182 % (100) (100) (100) (100) (100) (100)
m/z=166 % (16) (11) (14) (21) (19) (20)
m/z =164 % (4,0) (12) (8,8) (7.6) (7.0) (7,0)
m/z =152 % (28) (16) (15) (28) (32) (37)
m/z =151 % (3.5) (8.0) (5.3) (4.0) (3.5) (4.0)
m/z =136 % (33) (20) (15) (13) (10) (10)

Como se puede comprobar en la Tabla 6.6, en esta ocasidon el idn
cuasimolecular [M+H]* aparece en los espectros de masas de todos los

compuestos sinfetizados, aunque su abundancia relativa es mds bien baja. Por
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ofra parte, se vuelve a observar una serie de iones comunes que dan cuenta
igualmente de la estructura propuesta para estas sustancias, y que ya
aparecian en los espectros anteriormente comentados de los derivados
acilados. En todos los éteres derivados el pico base del espectro corresponde
al iébn que aparece a m/z 182, cuya formacion ya se ha explicado en el

esquema 6.2 del apartado 6.1.2.2.

Ademds, de nuevo, el estudio de la composicidon del ibn molecular [M]*
mediante espectrometria de masas de alta resolucion de los compuestos
58-62 nos ha permitido confirmar tanto la formula empirica esperada como la
masa molecular calculada en cada caso, con una desviacidon de masa menor

en todos los casos de 2,5 ppm (véase apartado 5.1.2).

A partir de los compuestos sintetizados y descritos en el apartado anterior,
derivados acilicos (50-57) y alquilicos de nitrohidroxitirosilo (59-62), se
caracterizd la capacidad antioxidante en comparacién con los precursores
nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) e hidroxitirosol (HTy, 2), con el fin de conocer la

influencia que la estructura quimica ejerce sobre la potencia antioxidante.

Los métodos que se utilizan para determinar la actividad antioxidante se
basan en la comprobacién de cdmo un agente oxidante induce un dano
oxidativo a un sustrato oxidable, dano que es inhibido o reducido en presencia
de un antioxidante. Esta inhibicidn es proporcional a la actividad antioxidante
del compuesto o la muestra. Ofros ensayos, en cambio, se basan en la
cuantificacién de los productos formados tras el proceso oxidativo. Por todo
ello, existe una gran variedad de métodos para determinar la actividad
antioxidante que difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado, en
la medida del punto final, en la técnica instrumental utilizada y en las posibles
interacciones de la muestra con el método de reaccion. Con el fin de alcanzar
una mejor aproximacion a la capacidad antioxidante real del compuesto o
muestra, es aconsejable emplear varios métodos, ya que cada uno ofrece

informaciéon diferente y complementaria. Con este propdsito, se discuten los
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resultados obtenidos de la evaluacion de la capacidad antioxidante de los
compuestos puros mediante el ensayo FRAP, que determina la capacidad
reductora y los ensayos ABTS y ORAC que evaluan la capacidad de secuestro

de radicales libres.

En un primer andlisis de los resultados obtenidos tras el desarrollo de los
métodos FRAP, ABTS y ORAC se exitrae como conclusidon principal que la
adicién de un grupo fuertemente electronegativo, grupo nitro, a la estructura
quimica de HTy induce un positivo y significativo incremento en la actividad
antioxidante. Esta capacidad antioxidante mejorada de NO2HTy en
comparacion con su precursor natural presente en el aceite, HTy, estd de
acuerdo a la estabilizacion descrita para el radical fenoxilo con sustituyentes

electro-donadores en posiciones “orto” (Pokorny, 1987; Chimiy cols., 1991).

Ademds del efecto que el grupo nitro ejerce sobre la capacidad
anfioxidante, la longitud de la cadena hidrocarbonada lateral de los
nitroderivados alquilicos y acilicos también influye en la actividad de estos
compuestos. Asi, los nitrocatecoles de cadena corta (de 2 a 4 dtomos de
carbono) mantuvieron e incluso aumentaron la actividad del propio precursor
(49), mientras que una longitud mayor de la cadena hidrocarbonada (= 6
dtomos de carbono) provocd un efecto negativo sobre la actividad
antfioxidante especialmente para los mds lipofilicos. Estos resultados muestran
una relaciéon parabdlica entre la potencia antioxidante y la naturaleza lipofilica
de los nitroderivados de HTy o incremento del tamano de la cadena lateral
hidrocarbonada. Aunque la serie alguilica no incluia los homodlogos de los
compuestos acilados decanoato (54), laurato (55), miristato (56) y palmitato
(57) de nitrohidroxitirosilo, si se pudo confirmar el mismo comportamiento

parabdlico entre la actividad y la longitud de la cadena lateral.

De cualquier forma, los resultados de la actividad antioxidante de ambas
series estdn en desacuerdo con la paradoja polar que asume una linealidad
entre la actividad antioxidante y naturaleza lipofilica, siendo los antioxidantes
polares mds efectivos en aceite y/o grasa mientras que los antioxidantes no

polares, mds activos en emulsiones o sistemas bioldgicos (Porter y cols., 1989).
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Teniendo en cuenta que las técnicas utilizadas (ensayos FRAP, ABTS,
ORAC) determinan la capacidad antioxidante en medios no grasos, los
resultados presentados demuestran que un incremento de Ia hidrofobicidad
no siempre conduce a un incremento de la eficacia antioxidante en estos
ambientes no grasos, como indica la paradoja polar, sin embargo estdn de
acuerdo a ofros resultados previamente descritos por el equipo de
investigacion para derivados del HTy, ésteres (Mateos y cols., 2008) y éteres de
hidroxitirosilo (Pereira-Caro y cols., 2009), ofros derivados acilicos del alcohol
homovanilico (Madrona y cols., 2011), ademds de aquellos descritos por ofros
autores con derivados acilicos del dcido clorogénico (Laguerre y cols., 2009) y

rosmarinico (Laguerre y cols., 2010), entre otros.

Este comportamiento parabdlico se ha descrito también en otros sistemas
bioldgicos al estudiar comparativamente la actividad bioldgica de una serie
de compuestos derivados homologos de creciente naturaleza lipofilica. Asi,
estudios que evaluaban la citotoxicidad de derivados acilicos de acido gdlico
en células de leucemia L1210 (Locatelli y cols., 2008), la actividad
antfiplaquetaria de los éteres de hidroxitirosilo en sangre de voluntarios sanos
(Reyes y cols., 2013) y fras la administracion oral en ratas (Munoz-Marin y cols.,
2013) asi como la actividad citotdxica de éteres de hidroxitirosilo contra células
cancerigenas de pulmdén A549 (Calderdn-Montano y cols., 2013), han
demostrado que un tamano de cadena intermedia presentaba mayor
actividad que aquellos compuestos con cadenas mds largas y por tanto mds

lipofilicos.

En este sentido, Laguerre y cols (2013) han postulado recientemente el
llamado efecto “cut-off” que justifica la no linealidad del cardcter antfioxidante
en ambientes no grasos. Estos autores relacionan la menor actividad de los
compuestos mads lipofilicos, y por tanto de mayor tamano, a una movilidad
reducida y a fendmenos de auto-agregacién o de internalizacion en la fase

orgdnica (Shahidiy Zhong, 2011; Laguerre y cols., 2013, 2014).

Por ofra parte, el andlisis comparativo de la actividad antioxidante de los
compuestos nitroderivados que presentan la misma longitud de la cadena
lateral pero distinta naturaleza quimica (serie acilica vs serie alquilica), mostrd

que los compuestos de la serie alquilica eran ligeramente menos activos que
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aqguellos de la serie acilica, aungue este efecto referente a la naturaleza del
enlace fue menos influyente sobre la actividad antioxidante que la ejercida

por el tamano de la cadena lateral.

Por Ultimo, al comparar los resultados obtenidos de la caracterizacion
de la capacidad reductora (Ensayo FRAP) con los correspondientes a la
capacidad de secuestro de radicales libres (Ensayos ABTS y ORAC), los
nifroderivados de HTy destacaron, en general, por presentar una mayor
capacidad de captaciéon de radicales libres que potencial reductor, en
particular los compuestos mds lipofilicos. Estos resultados podrian estar
senalando a la actividad de secuestro de radicales libres como el mecanismo

preferente de actuacion antioxidante de los nitroderivados de HTy.

En base a todo lo expuesto, los nitroderivados acilicos y alquilicos de HTy
representan un conjunto de compuestos de marcada actividad antioxidante y
en particular, aquellos con cadena lateral mds corta. Apelando a la mayor
capacidad antioxidante del acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50) y efil
éter de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59), mejores rendimientos de sintesis y
también, mejorado balance hidréfilo/lipdfilo, se  seleccionaron  estos
compuestos para acometer los estudios bioldgicos presentados en esta
memoria en comparacion con el precursor nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) y

otros segun el objetivo perseguido.

Antes de evaluar el potencial nutracéutico y terapéutico de los
nitroderivados de HTy, se considerdé de especial interés evaluar la
biodisponibilidad o absorcidén de estos compuestos y su metabolizacién, a fin
de conocer el compuesto o metabolito bioldgicamente activo (Kroon y cols.,
2004). Los estudios in vivo basados en el andlisis de muestras de sangre y orina
de animales y humanos, aparte de resultar caros y complejos, no permiten
distinguir entre la contribucién del intestino, higado, rindn u otfros érganos en la
biotransformacion de los compuestos fendlicos. Por ello, se utilizan ciertos

modelos celulares que ayudan a dilucidar las rutas metabdlicas que fiene
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lugar en nuestro organismo. Asi, en el presente estudio se han seleccionado
dos modelos celulares de colon e higado para ahondar en la biodisponibilidad

y biotransformacion de los nitroderivados a nivel intestinal y hepdatico.

6.3.1. Transporte y metabolismo a nivel intestinal

En primer lugar, se ha procedido al estudio comparativo de la absorcion y
metabolismo de los nitroderivados de HTy a fravés de la barrera intestinal. Para
ello, se ha empleado un modelo in vitro de células de carcinoma de colon
humano, Caco-2, dada la semejanza morfolégica y funcional con las células
del epitelio intestinal humano y que constituye un sistema bien establecido
para la valoraciéon de la absorcion de fitoquimicos por el epitelio intestinal
(FDA, 2000).

Los datos presentados en esta tesis muestran que NO2HTy, NO2HTy-A vy
NO:2HTy-E son eficientemente absorbidos a fravés de las células epiteliales del
intestino. En particular, NO2HTy-A y NO2HTy-E han presentado mayores tasas de
absorcién que el compuesto NO2HTy, observando una relacién directa entre la
naturaleza lipofilica y grado de absorcion. Estos resultados ponen de manifiesto
la influencia que la cadena hidrocarbonada ejerce sobre |la biodisponibilidad
del compuesto. Sin embargo no se ha encontrado diferencia entre el grado
de absorcion del derivado acilico, NO2HTy-A, y el alquilico, NO2HTy-E, luego el
tipo de unidn de dicha cadena al compuesto NO2HTy no influye en su
biodisponibilidad. Previomente, se habia caracterizado con este mismo
modelo celular, Caco-2, la biodisponibilidad y transporte del HTy y HTy-A
(Mateos y cols., 2011) y otros derivados sintéticos alquilicos; metil, etil, n-propil y
n-butil hidroxitirosil éter (Pereira-Caro y cols., 2010a), para conocer tanto la
influencia de las distintas estructuras quimicas como la naturaleza lipofilica de
los compuestos sobre la transferencia a través de las monocapas de células
Caco-2. Por una parte, el HTy muestra el mismo coeficiente de absorcidon que
el NO2HTy, indicando que el grupo funcional nitfro no modifica la
biodisponibilidad a nivel intestinal. Por ofro lado, los derivados lipofilicos de HTy
también resultaron ser mas biodisponibles que el propio HTy y no hubo

diferencias entre el derivado acilico o alquiico con igual tamano de la
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cadena lateral, de acuerdo a lo descrito para la serie de los nitroderivados de
HTy.

En linea con estos resultados, Tammela y cols., (2004) han observado que
la longitud de la cadena alguilica afecta considerablemente la permeabilidad
de los galatos de alquilo a través de la membrana de células Caco-2, de
forma que los derivados con mayor naturaleza lipofilica, es decir, con una
cadena alquilica mas larga, fueron rdpidamente absorbidos y metabolizados
por las células. Existen mdas resultados en la literatura que refuerza ésta
correspondencia o relacion lineal entre absorcion vy lipofilia. Asi, Werdenberg y
cols., (2003) han constatado que la absorcidon de ésteres de dcido fumdarico
(metil, etil, n-propil y n-pentil) a fravés de la monocapa de células Caco-2 se
ve incrementada a mayor longitud de la cadena lateral hidrocarbonada de la

serie acilica.

Los metabolitos identificados para los compuestos nitroderivados tras la
incubacion  con células Caco-2 son  principalmente  conjugados
glucuronidados y en menor proporcidon  derivados metilados  y
metilglucuronidados (Esquema 6.4). Cabe destacar que mientras el NO2HTy-E
no sufre hidrdlisis a NO2HTy, el derivado acetilado, NO2HTy-A, se hidroliza casi
completamente generando el compuesto NO2HTy libre, y que
subsiguientemente se metaboliza a derivados glucuronidados, metilados y
metilglucuronidados. También se han identificado cantidades muy pequenas
del derivado glucuronidado del NO2HTy-A. Sin embargo, el NO2HTy-E se
transforma en sus derivados glucuronidados y metilglucuronidados,
proporcionando por tanto metabolitos mds lipofilicos que aquellos derivados
del metabolismo de los ofros dos compuestos, NO2HTy y NO2HTy-A, lo que
podria suponer dianas de actuacion mds lipofilicas. Un comportamiento
equivalente se describid para los derivados lipofilicos del HTy, HTy-A y éteres

alguilicos (Pereira-Caro y cols., 2010a; Mateos y cols., 2011).

Cabe destacar que el derivado alquilico, NO2HTy-E, es el compuesto que
mayor contenido de derivados glucuronidados ha generado. Esto podria estar
asociado a la ubicacion de las enzimas de fase |l. Asi, La enzima UDP-glucuronil
transferasa (UGTs), que cataliza la transferencia del dcido glucuréonico desde

UDP-dcido glucurénico (UDP-GA), pertenece a una familia de proteinas unidas
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a la membrana, (Turkey y cols., 2000), de modo que la mayor naturaleza
lipofiica del compuesto NO2HTy-E podria implicar una mayor afinidad y/o
accesibiidad a dicha enzma. En contfraste, la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) es una enzima tipicamente citosdlica (Tenhunen y
cols., 1994), lo que permitiria justificar el mayor rendimiento de formacién de
conjugados metilados a partir del compuesto mdas hidrofilico, NO2HTy, en

comparacion al mas lipofilico (NO2HTy-E).

Por otro lado, no se identificaron conjugados sulfatados tras la incubacion
de los nitrocatecoles con células Caco-2. Existen evidencias de que las
enzimas sulfotransferasas (SULT1 y SULT2), responsables de la sulfatacion de
ciertos compuestos fendlicos, se expresan en este modelo celular (Cheny cols.,
2008; Meinl y cols., 2008). Asi, se ha descrito un alto rendimiento de sulfatacion
de los compuestos genisteina, kaemferol, galangina y resveratrol tras su
exposicion a células Caco-2 (Kaldas y cols., 2003; Chen y cols., 2008; Barrington
y cols., 2009). Los antecedentes descritos para el metabolismo de los fenoles
del aceite de oliva en este mismo modelo celular ha mostrado nulo (Mateos y
cols., 2011) o minimo rendimiento de formacién de derivados sulfatados en
condiciones extremas de incubacién y concentracion (6h y 100 uM) (Soler y
cols., 2010).

Por Ultimo, cabe destacar que parte de los compuestos absorbidos vy
transportados a través de la monocapa celular permanecen sin metabolizar al
cabo de las dos horas de incubacion (81%, 17%, 33% correspondiente a
NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E, respectivamente), sugiriendo su fransito al
torrente sanguineo y posterior metabolizacién por ofros érganos, como por
ejemplo el higado, principal érgano implicado en el metabolismo de
xenobidticos. Aunque a priori pudiera parecer que casi todo el NO2HTy-A que
se absorbe es metabolizado, la realidad es que el compuesto NO2HTy,
resultado de la hidrdlisis de NO2HTy-A, copa la mayor parte de los compuestos
identificados en el compartimento basolateral. Al no tratarse el compuesto
NO:2HTy de un metabolito derivado de la accién de las enzimas de fase |l si se
computa junto al restante NO2HTy-A, la fraccidon de compuesto absorbido que
permanece sin metabolizar para el caso de NO2HTy-A ascenderia a un 71%. Si

comparamos el mayor indice de absorcion del compuesto acetilado, NO2HTy-
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A, que el de su precursor, NO2HTy, estos resultados muestran una interesante y
accesible via de mejora de la biodisponibilidad del NO2HTy, mediante su

fransformacién en el derivado acetilado.

Meo OH
Metilacion D\/\/
HO NO; o
OH H o HOW_ A~ _LCOOH
Metilderivados U
HO NO; HOY ™y ©

+
Nitrohidroxitirosol OH o. O.Tr!
HO, : COOH o
Glucuronidagién \Cr MedQ NGy
" o

HOY ™y . .

H Metilglucuronidados

o OTR

JOOR.
HO MO,

Glucuronidados

Metilacidn D
HO OH / HO .~ COOH
Hidrélisis HO NO; O

+ z

/ R OH o c“'Tr'c":'
HO CHy Nitrohidroxitirosol Glucuronidacién HO. i cooH i
LY 194
]
NO, HO

Acetato de Nitrohidroxitirosilo \

HO
Glucuronidacion HO

i Metilglucuronidados

o
~ COOH
o

I:I\/QTCMJ Glucurenidados
HO NOs ©

Glucuronidado de NO,HTy Ac.
HO, OH
Hidrdlisis | .J' "Om
2
|
HO. ovcna Nitrohidroxitirosol
OH H
- HO, COOH
HO NO2 \ HO | -
. o s}
Etil Mitrohidroxitirosil ter HO T

]
HO™ ™ +
Glucuronidacidn o o 0. _.CHy
Omovcua
Med’ NO;
HO NGy .
Glucuronidados Metilglucuronidados

Esquema 6.4
Rutas metabdlicas de los compuestos nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E)
a su paso por el epitelio intestinal

En resumen, estos datos sugieren que los nitroderivados de HTy presentan
una alta biodisponibilidad a nivel intestinal, proporcional a la naturaleza
lipofiica del compuesto. Gran parte de los compuestos absorbidos
permanecieron sin metabolizar por lo que podrian pasar al forrente sanguineo

y otros érganos como el higado.
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6.3.2. Biodisponibilidad y metabolismo a nivel hepatico

Se ha estudiado el metabolismo de los nitroderivados de HTy en un sistema
modelo in vitro con células de hepatoma humano, HepG2, por el interés que
suscita el porcentaje de compuesto tan significativo que se absorbe a través

del epitelio intestinal y permanece sin metabolizar.

Los resultados obtenidos permiten confirmar que los nitroderivados de HTy
se absorben y metabolizan casi completamente, de forma directa al tiempo

de incubacién y la naturaleza lipofilica del compuesto.

El gran rendimiento metabdlico de las células hepdticas HepG2 en
contacto con los nitroderivados de HTy apoya la idea de que la mayor parte
de las reacciones de conjugacion tienen lugar principalmente en el higado
(D”"Archivio y cols., 2010). De nuevo, los derivados glucuronidados, seguido de
metilglucuronidados y en menor medida, conjugados metilados, fueron los
compuestos identificados derivados del metabolismo de los nitrocatecoles por
acciéon de las células HepG2, mientras que no se detectaron metabolitos

sulfatados para ninguno de los compuestos estudiados.

Al igual que ocurria a nivel intestinal, los compuestos mas lipofilicos NO2HTy-
Ay NO2HTy-E muestran una ruta de biotransformacion diferente. Asi, NO2HTy-E
no se hidroliza a NO2HTy como le ocurre al andlogo lipofilico, NO2HTy-A, sino
que una vez absorbido se transforma en sus derivados glucuronidados y
metilglucuronidados, proporcionando metabolitos mds lipofiicos que aquellos
generados del metabolismo de los compuestos NO2HTy y NO2HTy-A. La
diferente naturaleza lipofilica de los metabolitos podria implicar dianas

moleculares de accidn diferentes.

La naturaleza hidrofilica y/o lipofiica del compuesto también ha
determinado la proporcion de metabolitos generados, destacando el mayor
contenido de derivados glucuronidados a partir de NO2HTy-E y de metilados a
partir de NO2HTy, cuya justificacidon podria radicar en la ubicacién de las

enzimas de fase Il implicadas, ya comentado anteriormente.
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Estos resultados sobre la biodisponibilidad de los nitroderivados en una
linea celular de hepatoma humano, HepG2, estdn de acuerdo a aquellos
descritos para el HTy y sus derivados lipofilicos (acilicos y alquilicos) (Mateos y
cols., 2005; Pereira-Caro y cols., 2010b) que detallan un alto rendimiento
metabdlico de todos los compuestos, ausencia de hidrdlisis de los derivados
alqguilicos frente a los acilicos y formacién de derivados conjugados propios de

las enzimas de fase I, excepto el derivado sulfatado.

La metabolizacion tan extensa descrita para los nitroderivados de HTy,
aparte de estar de acuerdo con numerosos antecedentes publicados para los
fenoles del aceite de oliva y otros flavonoides, plantea la controversia sobre la
identidad del compuesto bioactivo, el compuesto parental o sus metabolitos
derivados, puesto que es previsible que la biotransformacién sufrida pueda
afectar profundamente la actividad bioldgica (Day y cols., 2000; Wen y cols.,
2006). Se ha valorado comparativamente la actividad antioxidante in vifro del
HTy vy sus principales metabolitos para proteger los gldbulos rojos frente a la
oxidacién (Paiva-Martins y cols., 2013). Los resultaron evidenciaron una mayor
actividad para el HTy en comparacién con el derivado glucuronidado, el cual
mostré una actividad limitada frente a la prevencion de la hemdlisis de los
glébulos rojos. Igualmente, numerosas evidencias in vitro han descrito una
mayor actividad bioldégica para la quercetina que su derivado glucuronidado,
el derivado mds abundante en sangre (Revisado en Perez-Vizcaino y cols.,
2012). Aunque los resultados in vitro a veces distan de lo que realmente ocurre
in vivo, se han postulado mecanismos de desconjugacidn in vivo que podrian
justificar el efecto biolégico asignado a ciertos polifenoles (Menéndez y cols.,
2011, Tomds-Barberdn y Andrés-Lacueva, 2012). Asi, recientemente se ha
descrito una disminucion de las formas conjugadas del HTy en paralelo al
aumento del propio HTy en los gldbulos rojos hasta las seis horas de la ingesta
de un extracto rico en fenoles del alperujo por ratas, sugiriendo una hidrdlisis
infracelular a la forma desconjugada (Rubio y cols., 2014). De la misma
manera, Perez-Vizcaino y cols., (2012) han propuesto que el proceso de
conjugacién-desconjugacion es un ciclo reversible, que permite justificar la
hidrdlisis del glucuronidado de la quercetina y formacién de la forma libre o
aglicén, el compuesto activo y con actividad vasodilatadora e hipertensiva,

facilitando asi su acumulacién en los tejidos.
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En resumen, los nitfroderivados de HTy se absorben y metabolizan en gran
extension, mostrando una relacion directa con el cardcter lipofiico del
compuesto. La diferente naturaleza quimica del enlace éster y éter del
NO2HTy-A vy NO2HTy-E, respectivamente, determina la diferente naturaleza
lipofiica de los metabolitos, diferentes dianas moleculares y por tanto de
intferés a la hora de elegir uno sobre otro en su uso como ingrediente funcional

y/o nutracéutico.

6.4. Evaluacion de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de
NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E en modelos experimentales de dano
cerebral

Siendo el propdsito inicial de esta tesis la obtencion de derivados sintéticos
de HTy con analogia estructural a los actuales inhibidores de la enzima COMT,
fue considerado de interés estudiar la relacion entre la estructura nitrocatecol
y la actividad anfioxidante asi como neuroprotectora, ya conocida vy
ampliamente demostrada en sus precursores con estructura catecol (Figura
6.2). Si bien en la presente Memoria ya ha sido descrita la actividad
antioxidante mostrada por los nitrocatecoles de HTy (ver apartado 5.2), hay
gue recordar que la informacién que suministran los métodos quimicos para
evaluar la capacidad anfioxidante in vifro de los compuestos puros, no es
completamente extrapolable a las condiciones fisiolégicas. Por ello, los
resultados obtenidos anteriores pueden distar de aquellos que se obtengan en
un medio bioldgico in vitro o bien, modelos in vivo o ex vivo, por la

complejidad que estos sistemas implican.

OH OH

OH OH

O,N

Figura 6.2
Estructuras catecol y nitfrocatecol, respectivamente
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6.4.1. Valoracion del efecto antioxidante en tejido cerebral

El estudio del estrés oxidativo tisular lo planteamos en tres situaciones
experimentales diferentes: tejido cerebral sin induccion oxidativa (condiciones
basales), tejido sometido a un estrés oxidativo de tipo quimico y tejido
sometido a un estrés oxidativo mediado por un proceso de hipoxia-
reoxigenacion (HR). En el primer caso, se estudia el posible efecto de estos
compuestos sobre el estatus oxidativo (equilibrio fisioldgico entre factores
oxidantes y antioxidantes celulares). En el segundo, se analiza la capacidad de
los mismos sobre un tejido en el que se han estimulado quimicamente
mecanismos oxidativos (induccion con FeAs y +-BOOH) o se ha frenado la
capacidad antioxidante celular (incubacién con DEM). En el tercer caso, la
estimulacion del estrés oxidativo tisular se realiza mediante el proceso
experimental de HR, el cual produce un dano tisular mediatizado no solo por
una induccién del citado estrés oxidativo, sino por ofras vias que estdn

relacionadas y que simulan lo acontecido en un cerebro que ha sufrido un

ictus isquémico (Lopez-Villodres y cols., 2012; Sahota y cols., 2011).

En primer lugar se determinaron los posibles efectos antioxidantes de los
compuestos estudiados en cortes de cerebro sin el estimulo del estrés
oxidativo, para ello se mantuvieron oxigenados durante todo el tiempo
experimental. En estas condiciones, ninguno de los compuestos utilizados
modificé significativamente, en un rango de concentracién aceptable (1075-
10 M), la peroxidaciéon lipidica como pardmetro representativo de estrés

oxidativo.

Este comportamiento es coherente con el de la mayoria de los
compuestos antioxidantes, que ejercen su efecto sdlo en situaciones de esfrés
oxidativo y no muestran ningin efecto en las situaciones de equilibrio
bioguimico. La ausencia de efecto sobre el estado oxidativo celular es
relevante porque demuestra que estos compuestos no alteran el equilibrio
redox celular fisioldgico sea cual sea la estructura quimica fundamental de los

Mismos.
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En segundo lugar, se valord el potencial efecto antioxidante de estos
compuestos en una situacion de induccion quimica del estrés oxidativo en el
tejido cerebral oxigenado. La peroxidacion lipidica fue inducida con sales
ferrosas, la formacién de radicales libres intracelulares con +-BOOH vy la
inhibiciéon del sistema del glutation con maleato de dietfilo (DEM). Tras la
aplicacion de los diferentes modelos, se obftuvo un aumento del estado

oxidativo y una disminucion de los niveles de glutation en muestras basales.

El MDA es uno de los principales productos de la oxidacion lipidica
(Breusing y cols., 2010). Desde que el MDA fue detectado en niveles altos en
diferentes enfermedades relacionadas con el dano oxidativo, su uso se ha
extendido como indice de lipoperoxidacion (Suttnar y cols., 2001). Si
comparamos la potencia anfiperoxidativa de los compuestos estudiados
mediante el pardmetro estandarizado ICso, que expresa la concentracion de
un compuesto para inhibir un 50% el efecto evaluado (Tabla 6.7), podemos
observar que ambas series de compuestos redujeron los niveles de MDA,
especialmente los derivados lipofilicos (serie acilica y alquilica) respecto a sus
correspondientes precursores en ambas series de compuestos. Sin embargo, si
comparamos ambas series observamos que la actividad de los nitrocatecoles
resultd ser ligeramente menor que los compuestos de la serie catecol. Los
nitrocatecoles mostraron una actividad antiperoxidativa acorde a resultados
previamente obtenidos en una linea celular de hepatoma humano tras la
induccion del dano oxidativo con t+-BOOH (Sarriad y cols., 2012), que

demuestran un efecto anfioxidante para los fres compuestos.

Tabla 6.7
Valores de ICso (uM) como medida de la potencia antiperoxidativa
de los compuestos de la serie nitrocatecol y catecol

NOzHTy  NOzHTy-A NOzHTy-E  HTy  HTy-A  HTy-E

TBARS-FeAs 35,30 9.64 5,81 11,35 6,78 3.88

NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosol. NO2HTy-E: Eter efilico de
nitrohidroxitirosol. HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de,hidroxiﬂrosilo. HTy-E: Eter etilico de
hidroxitirosilo. FeAs: Sulfato ferroso + Acido ascérbico.
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Nuestros resultados sin embargo destacan al derivado alquilico como el
compuesto con mayor potencia antiperoxidativa, hecho que coincide
también en la serie catecol. De esta forma el orden de actividad en ambas

series seria el siguiente: derivado alquilico > derivado acilico > HTy/NO2HTy.

En un segundo estudio, fue cuantificado el contenido intracelular de
EROs (Tabla 6.8) para evaluar la capacidad de los compuestos estudiados de

secuestro de especies reactivas de oxigeno (EROs).

Tabla 6.8
Valores de ICso (uM) como medida de la capacidad de secuestro de
radicales libres de los compuestos de la serie nitrocatecol y catecol

NOzHTy  NOzHTy-A NOzHTy-E  HTy  HTy-A  HTy-E

EROS-t-BOOH >500 12,90 8.67 8,92 9.71 13,83

NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosol. NO2HTy-E: Eter efilico de
nitrohidroxitirosilo. HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etilico de
hidroxitirosilo. +-BOOH: terc-butilnidroperdxido

Los resultados muestran una destacable capacidad de secuestro de EROs
para la serie catecol con valores de ICs en un rango de concentraciones de
[8-14] uM. Por el contrario, en la serie nitrocatecol, solo los derivados lipofilicos
mostraron una capacidad antioxidante significativa.  Estos  resultados
evidencian la falta de potencia antioxidante de NO2HTy en un modelo
cerebral de induccion quimica con t-BOOH. Estos resultados estan de acuerdo
con estudios previos que han demostrado recientemente que el
prefratamiento de células HepG2 con NO2HTy no previene el dano oxidativo
con t-BOOH a diferencia de los derivados lipofilicos de NO2HTy que si lograron
prevenir el dano oxidativo, y en particular el NO2HTy-A recuperd los niveles

basales (Sarrid y cols., 2012).

En un andlisis del sistema de defensa enddgeno glutation, respecto a la
concentracion de GSH en cortes cerebrales oxigenados en los que se ha
disminuido el contenido de glutation mediante DEM, podemos concluir que
ninguno de los compuestos ensayados fue capaz de aumentar la
concentracion de GSH de forma significativa. Estos resultados difieren de
aquellos obtenidos por Sarrid y cols., (2012) que demuestran que el

pretratamiento con los nitfroderivados de HTy en un modelo de induccidén con
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t-BOOH en células HepG2, aumentd los niveles intracelulares de GSH hasta
recuperar los valores basales en el caso del derivado alquilico. Sin embargo,
nuestros resultados si coinciden con otros estudios previos en tejido cerebral de
rata en un modelo de induccion con DEM, en los que los principales polifenoles
del aceite de oliva virgen modifican escasamente el sistema del glutation,
centrando su principal efecto antioxidante en la inhibicidn de la peroxidacion

lipidica tisular (Gonzalez-Correa y cols., 2007; Cabrerizo y cols., 2013).

En general, nuestros resultados muestran que la presencia del grupo
catecol y nitrocatecol justifica el efecto antiperoxidativo lipidico y de secuestro
de EROs en el tejido cerebral, sin embargo ello no parece estar condicionado

por un posible estimulo del sistema antioxidante enddégeno del glutation.

En tercer lugar, realizamos experimentos en los que se indujo el estrés
oxidativo en un modelo de HR en cortes de cerebro de rata. En este modelo se
observd un aumento de la peroxidacion lipidica y una disminucion de los
niveles de glutation respecto al tejido basal. La importancia de este modelo es
gue el estrés oxidativo no se induce externamente con un producto quimico,
sino que es el resultado de la activacién o la inhibicién de diferentes vias
bioguimicas intracelulares que se alteran tfras la privacidn de oxigeno y de
glucosa y la reoxigenacién posterior. Este proceso trata de reproducir in vitro
las alteraciones producidas durante el ictus isquémico en humanos (Sahota y
cols., 2011).

Utilizando como base los resultados de ICso antiperoxidativa de estos
compuestos en los experimentos de induccidén con sales ferrosas, en la tabla
6.9 representamos, a modo comparativo, los valores obtenidos en el modelo

de hipoxia-reoxigenacion:
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Tabla 6.9
Valores de ICso (uM) como medida de la potencia antiperoxidativa de los compuestos
de la serie nitrocatecol y catecol tras los modelos de induccién quimica e HR

NOzHTy  NOzHTy-A NOzHTy-E  HTy  HTy-A  HTy-E

TBARS-FeAs 35,30 9.64 5,81 11,35 6,78 3.88
TBARS-HR >500 >500 >500 52,41 6,60 76,03

HR: hipoxia-reoxigenacion. FeAs: Sulfato ferroso + Acido ascérbico NO2HTy: Nitrohidroxitirosol.
NO,HTy-A: Acetato de nifrohidroxitirosilo. NO.HTy-E: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter efilico de hidroxitirosilo

Los compuestos catecoles presentaron mayor actividad antioxdiante que
los nitrocatecoles, siendo el derivado acilico el mds activo de todos como lo

demuestra su valor de IC50 tan pequeno (6,60 uM). .

La pérdida de eficacia en la inhibicidon de la peroxidacion lipidica de los
compuestos estudiados en un modelo de HR, fundamentalmente en los
nifrocatecoles, es razonable pensar que estos compuestos ejercen su accidén a
través de una via diferente a la que se presenta tras la privacion completa de
oxigeno al cerebro. Aunque estd descrito que tras la isquemia tisular se
generan multitud de EROs responsables del dano tisular (Sanderson y cols.,
2013), los desencadenantes en el modelo de HR no es ofro que la privacion de
oxigeno y el desbalance idnico inducido. Por el contrario, en el modelo de
induccidn guimica el inductor y generador de radicales libres es el hierro. Esto
nos lleva a plantear que la via de actuacion de los compuestos nitroderivados
sea principalmente aquella referida a su accidn quelante de este elemento

metdlico.

Un aspecto importante en el mantenimiento de un estado oxidativo fisular
es el comportamiento del sistema del glutation. En el modelo de HR, valores
basales indican, paralelamente a un incremento de la peroxidacion lipidica
cerebral, un descenso en un 48,5% del contenido de glutatién reducido (GSH),
asi como un incremento de un 37,4% en el porcentaje de glutation que se
encuentra en forma oxidada (GSSG). Es decir, existe un dano oxidativo que
consume glutatién en un intento de compensarlo. Estos resultados reproducen
estudios anteriores con este mismo modelo (Gonzdlez-Correa y cols., 2007;

Guerrero y cols., 2012).
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En términos generales, la concentfracion de 100 uM no moduld los niveles
de GSH y GSSH para los nitrocatecoles pero si para los catecoles estudiados.
La ausencia de efecto directo de los compuestos nitroderivados (NO2HTy,
NO2HTy-A y NO:2HTy-E) sobre el sistema del glutation en cualquiera de los
modelos estudiados, quimico e isquemia-reperfusion, evidencia la menor
influencia de estos compuestos sobre ofros mecanismos anfioxidantes
diferentes a los ya mencionados anteriormente. Por el contrario, los catecoles
estudiados (HTy, HTy-A y HTy-E) no habiendo presentado efecto sobre el
sistema glutation en los experimentos sin induccién como en los de inducciéon
quimica, requirieron un proceso de estimulacion de estrés oxidativo mds
complejo, como es el caso de la HR, para poder demostrar dicha actividad
antfioxidante. Ademds, estos datos con derivados de HTy coinciden con
resultados de estudios anteriores a través del empleo del mismo modelo
experimental (Gonzdlez-Correa y cols., 2008; Cabrerizo y cols., 2013; Guerrero y
cols., 2012).

Por lo tanto, si contemplamos los resultados de estrés oxidativo cerebral
en su conjunto, podemos aseverar que la presencia del grupo nitro en la
estructura catecol parece relevante para explicar el efecto antioxidante de
los compuestos nitroderivados de HTy en modelos de induccidn quimica.
Posiblemente el efecto antiperoxidativo sea mayor que el efecto mostrado
como secuestradores de EROs debido a la estabilidad originada en la

estructura nitrocatecol en su uniodn al hierro.

6.4.2. Estudio del efecto neuroprotector

El estrés oxidativo (desequilibrio enfre produccion de radicales libres vy
defensa antioxidante tisular) juega un papel fundamental en el proceso de
muerte neuronal en la isquemia cerebral. Este hecho ha sido la base para
postular la posible utilizacion de compuestos antioxidantes en la prevencion
del dano celular postisquémico cerebral (Albarracin y cols., 2012; Chen y cols.,
2011; Kamat y cols., 2008). En base a esto, nosotros planteamos ahondar en la
relacion entre el efecto antioxidante de la estructura nitrocatecol y su posible
efecto neuroprotector, el cual ya ha sido demostrado para los catecoles

también estudiados (Gonzdlez-Correa y cols., 2008; Schaffer y cols., 2007), HTy-E
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(Guerrero y cols., 2012; Munoz-Marin y cols., 2012) y HTy-A (Gonzdlez-Correa y
cols., 2008). En este apartado nos interesa poner de relieve si el efecto
antioxidante de los nitroderivados de HTy, disenados con aplicabilidad en el
tratamiento de la EP, podria explicar su efecto neuroprotector estrechamente
ligado al desbalance oxidativo que subyace a esta enfermedad. Es hecesario
recordar que el efecto neuroprotector se evalud tras la aplicacion de un

modelo de dano neuronal basado en la isquemia-reperfusion.

Tabla 6.10
Valores de ICso (uM) como medida de la capacidad neuroprotectora en relacién con
la potencia antiperoxidativa de los compuestos de la serie nitrocatecol y catecol

NOzHTy  NOzHTy-A NOzHTy-E  HTy  HTy-A  HTy-E

TBARS-FeAs 35,30 9.64 5,81 11,35 6,78 3.88
TBARS-HR >500 >500 >500 52,41 6,60 76,03
LDH >500 >500 >500 165,00 13,36 28,10

HR: hipoxia-reoxigenacién. FeAs: Sulfato ferroso + Acido ascorbico NOHTy: Nitrohidroxitirosol.
NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosol. NO2HTy-E: Eter efilico de nitrohidroxitirosilo.
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter efilico de hidroxitirosilo

El andlisis de estos resultados, a fin de correlacionar potencia antioxidante
y neuroprotectora (Tabla 6.10), evidencia que las concentraciones evaluadas
de los compuestos de la serie nitrocatecol (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) no
fueron capaces de compensar el dano oxidativo inducido por hipoxia. De
forma contraria, la actividad neuroprotectora ejercida por los catecoles (HTy,
HTy-A y HTy-E) senala a su potencia antfioxidante como la responsable de su
actividad frente al dano del tejido cerebral, con independencia de que
cursen otras vias de actuaciéon frente al dano cerebral durante el proceso de
HR y que podria explicar el efecto global neuroprotector descrito para los
polifenoles del aceite de oliva virgen (Cabrerizo y cols., 2013; Gonzdlez-Correa
y cols., 2008; Munoz-Marin y cols., 2012; Schaffer y cols., 2007).

La falta de un claro efecto neuroprotector en los nitrocatecoles, bajo el
prisma del modelo experimental utilizado, justificé que no se abordara el
estudio de las vias bioguimicas implicadas en el dano cerebral. Ademds, los
resultados obtenidos en los experimentos ex vivo, es decir, tras la
administracién oral de estos compuestos, corroboraron los obtenidos en los

experimentos in vitro.
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A pesar de la alta actividad antioxidante de los compuestos nitrocatecoles
y que el estrés oxidativo protagoniza el dano en el modelo de HR, no fue
suficiente como para mejorar el estatus antioxidante del tejido cerebral
tfratado con estos compuestos y por tanto mostrar un efecto neuroprotector.
No obstante, este estudio no puede descartar la participacion de estos

compuestos en ofras vias implicadas en el dano cerebral.

Asi, en la enfermedad de parkinson se postula que sustancias que posean
efecto quelante sobre el hierro constituye una via de actuacion frente el estrés
oxidativo presente en la etiopatogenia de esta enfermedad (Mariani y cols.,
2005; Hayashi y cols., 2012; Friedman y cols., 2012). Si bien es conocido que el
hierro es inductor de la formacion de perdxidos lipidicos. Estudios centrados en
la estructura catecol han puesto de manifiesto desde hace anos la
importancia de los grupos hidroxilos del anillo aromdtico para quelar el hierro
formando asi complejos catecol-hierro (Kawabata y cols., 1996). Aunque poco
se conoce sobre la posible influencia del grupo nitro en la estructura catecol, si
es ciertfo que este grupo electronegativo otorga un marcado cardcter
electroatrayente en el entorno de la molécula, pudiendo proporcionar una
mayor estabilidad a la estructura. En comparacion con la estructura catecol,
se ha descrito que estos compuestos nitfroderivados presentan mayor cardcter
dcido lo que lo hace menos susceptible a la oxidacién (Cornard y cols., 2005).
Esto podria justificar los resultados de la actividad antioxidante de los
nitrocatecoles de HTy en relacién a su papel como quelantes del hierro. La
literatura basada en el empleo de diversos inhibidores de la COMT, extiende
sus estudios al uso de estos compuestos como agentes quelantes de hierro.
Asi, Kawabata y cols.,, 1996 demostraron que los complejos formados por
nitecapona y entacapona - Fe(lll) presentaban una unidn fuerte en la que el
hierro quelado podria ser mdas dificil de reducir que el de la propia unidad
catecol. De igual forma, se ha postulado una alta eficacia en la capacidad
de secuestro de hierro quelado a fravés de la estructura nitrocatecol
permitiendo la formacion de hasta un mdximo de 5 sdélidos complejos
nitrocatecol-Fe(lll) segun la posicion del grupo nitro en el anillo aromdatico

(Gavazov y cols., 2012).

187



6. Discusion

Llegados a este punto, es importante recordar que el objetivo principal del
presente trabajo era evaluar el papel de los compuestos nitrocatecoles sobre
la accion de la enzima COMT, directamente relacionada con el metabolismo
de la dopamina vy, por tanto, infimamente implicada en la EP. Por tanto, los
resultados presentados demuestran un efecto antioxidante de los compuestos
nifrocatecoles en sistemas bioldgicos y que puede suponer un efecto
coadyuvante en relacion con la inhibicion de la COMT (Kawabata y cols.,
1997; Gavazov y cols., 2012), ampliando el posible mecanismo de accién en

un potencial efecto terapéutico en dicha enfermedad.

Inicialmente, los nitroderivados de HTy fueron propuestos como agentes
con potencial terapéutico frente a la EP, por su analogia estructural a los
inhibidores de la enzima COMT. Ahora estos estudios se integran en un marco
mayor, en el cual, se propone una doble funcién de los compuestos
nitrocatecoles en relacién a la EP. Por una parte, se han abordado estudios
que correlacionan la actividad antioxidante, fundamentalmente su accidén
como agentes quelantes de hierro y la etfiopatogenia de la EP (ver apartado
6.4). Por ofro lado, dada la analogia estructural anteriormente citada, se
amplia la investigaciéon hacia la propuesta de unos compuestos capaces de
inhibir la COMT y modular el metabolismo de DA. Esta propuesta surge debido
al gran interés en las Ultimas décadas por disenar nuevos orto-nitrocatecoles
que mejoren la baja biodisponibilidad y relativa vida media que caracteriza a
los inhibidores de la COMT empleados en la clinica (Keranen y cols., 1994;
Dingemanse y cols., 1995). Por ello, ha suscitado mucho interés para su
investigacion el desarrollo de inhibidores potentes de larga duracion que
puedan ser empleados de forma concomitante en la terapia con L-dopa vy la
enzima AAD de accidn periférica para el tratamiento de la EP (Learmonth vy
cols., 2002; Learmonth y cols., 2004). Asi, proponemos a los nuevos inhibidores
potenciales de la COMT, derivados de HTy, de cardcter lipofilico, a fin de
evaluar su capacidad para atravesar la BHE y, por consiguiente, demostrar sus

efectos sobre neuromarcadores de la EP en el tejido estriado de rata.
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En este apartado valoraremos las actividad de estos compuestos sobre el
metabolismo de la DA. Para ello, se han abordado dos tipos de estudios: uno
primero consistente en estudios ex vivo a fin de conocer el potencial de los
compuestos en el sistema nervioso central tras una administraciéon
intraperitoneal y su paso por la BHE. El segundo basado en estudios in vivo por
microdidlisis, con el objetivo de valorar de forma local, en el cerebro, las
variaciones en el metabolismo de DA tras someter al animal a la perfusidon

intracerebral de los distintos compuestos.

6.5.1. Estudios en tejido

Estos estudios se acometieron con el objetivo de valorar la potencia de
estos compuestos sobre la actividad COMT y la posible influencia de la

naturaleza lipofilica de las moléculas en dicho efecto.
6.5.1.1. Efecto sobre la DA y sus metabolitos

Se conoce que un inhibidor de la COMT debe incrementar la cantidad de
DA presente en el cerebro porque reduce su catabolismo vy, al mismo tiempo,
incrementa los niveles de DOPAC, el cual, se produce a partir de la DA, por

accién de la MAO (figura 6.3).
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Figura 6.3
Metabolismo de la dopamina.
La dopamina (DA) puede degradarse por accidn de las enzimas catecol-O-metiltransferasa (COMT),
aldehido deshidrogenasa (ALDH) y monoamina oxidasa (MAO). Otras abreviaciones: dcido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), dcido homovanilico (HVA) y 3-metoxitiramina (3-MT).

Atendiendo al esquema anterior, se encontré que, en los animales
fratados con NO2HTy y su precursor, HTy, hubo una fuerte inhibicién de la
enzima COMT, segun indican los valores de DA y DOPAC, fras un tratamiento

cronico (Tabla 6.11).

Tabla 6.11
Porcentaje del aumento de los niveles DOPAC y DA respecto a valores
basales (100%) fras el tratamiento crénico

Ro 41-0960 HTy NO:zHTy NO2HTy-A  NO2HTy-E
% DOPAC 225,5 1585,1 167.6 181.,7 195.8
% DA 122,4 137.0 113.7 114,3 123,6

DOPAC: Acido 3,4-dihidroxifenilacético. DA: Dopamina. Ro 41-0940:
Inhibidor comercial. 2: Hidroxitirosol. 49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato
de nitrohidroxitirosilo. 59: Eter efilico de nitrohidroxitirosilo
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También, en un andlisis comparativo de NO2HTy-A y NO2HTy-E pudimos
observar diferencias mayores en los niveles intracelulares de DOPAC, lo que
demuestra que estos derivados lipofilicos poseen una actividad superior a la
manifestada por NO:2HTy y su precursor natural, HTy (Tabla 6.11). En este
sentido, es razonable pensar que la naturaleza quimica de la cadena lateral
pueda influir en la actividad estudiada. Estudios REA han demostrado que,
aunqgue la estructura nitrocatecol es la principal responsable del anclaje del
inhibidor al sitio activo de la enzima, variaciones en la cadena lateral ejercen
una profunda influencia en la selectividad periférica y duraciéon de la inhibicion
sobre la actividad COMT (Bonifacio y cols., 2007). Ademdas, si atendemos al
objetivo de sintetizar derivados lipofilicos, podemos mencionar la relacién
existente entre biodisponibilidad y la potencia en la eficacia clinica. Hasta el
momento, la bibliografia describe que entacapona sigue siendo, sin
restricciones especiales, el inhibidor de la COMT mds usado en la prdactica
clinica. Sin embargo, se ha descrito una biodisponibilidad oral limitada
(aproximadamente del 35%), lo cual explica la corta vida media de este
compuesto (Bonifacio y cols., 2007). Estos resultados demuestran que los
actuales inhibidores usados en clinica se metabolizan rdpidamente en su paso
por el intestino. Por el contrario, en la presente tesis se ha descrito que gran
parte de lo que se absorbe a nivel intestinal permanece sin metabolizar (ver

apartado 6.3), lo cual facilita una mayor biodisponibilidad de los mismos.

Tabla 6.12
Porcentaje de la disminucién de los niveles de HVA respecto a
valores basales (100%) tras el tratamiento crénico

Ro 41-0960 HTy NO2HTy  NOzHTy-A  NO:HTy-E

% HVA 131 102,5 95,7 83.8 86,5

HVA: Acido homovanilico. Ro 41-0960: Inhibidor comercial. 2: Hidroxitirosol.
49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo.
59: Eter efilico de nitrohidroxitirosilo

Respecto al HVA, se observd, de forma contraria a lo esperado, un
aumento de sus niveles infracelulares tras la administracion de HTy (Tabla 6.12).
En relaciéon con estos resultados, Caruso y cols. (2001) describieron que el
metabolismo de HTy incrementa la excrecion urinariac de HVA como
metabolito derivado del mismo. Estudios recientes han demostrado que HTy es

metabolizado a HVAL por accién de la actividad COMT (Gallardo y cols.,
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2014), el cual es, subsecuentemente, convertido a HVA (De la Torre, 2008). Por
el contrario, los nitroderivados de HTy, debido a su estructura nitrocatecol, no
producen HVAL como metabolito resultante de la actividad COMT. Estos datos
indican una metabolizacion diferente de los nitroderivados, lo cual, ya no
produce un aumento de HVA, sino una disminucién de sus valores, como es de
esperar por inhibicién de la COMT, aunque no de forma tan significativa como

ocurre con Ro 41-0960.

6.5.1.2. Comparacion de los tratamientos agudo y cronico

Es importante destacar que el inhibidor comercial empleado en nuestros
estudios, Ro 41-0960, a diferencia del resto de compuestos ensayados,
presentd valores similares en el contenido estriado de DA y DOPAC cuando se
administré de forma aguda y crénica, sugiriendo una elevada potencia de
dicho compuesto, sin necesidad de alcanzar altas dosis en el cuerpo estriado
para ejercer su efecto. Ademds, en un estudio comparativo del tratamiento
cronico, el inhibidor comercial Ro 41-0960 mostrd un notable aumento de los
valores de DOPAC frente al resto de compuestos ensayados. Los resultados
vislumbran claras diferencias, en términos de potencia y efecto a causa de
diferentes comportamientos farmacocinéticos. Asi, los nitrocatecoles han sido
caracterizados cinéticamente como inhibidores reversibles “de union fuerte”
de la actividad COMT (Borges y cols., 1997; Lotta y cols., 1995; Schultz y
Nissinen, 1989). Por tanto, estos inhibidores se unen a la enzima con alta
afinidad de forma que la cantidad de moléculas inhibidoras libres estdn
significativamente reducidas debido a la formacion del complejo enzima-
inhibidor (Copeland, 2000).

Por ofro lado, los resultados confirmaron un aumento significativo en el
contenido de DA y DOPAC en el estriado observado por HTy y sus derivados,
especialmente, los nitroderivados, tras un fratamiento crénico en comparacion
con una administracién Unica. Estos resultados sugieren que los nuevos
inhibidores de la COMT, administrados en el tejido periférico, pueden alcanzar
el cerebro fras un tratamiento sistemdtico y, en menor medida, tras una Unica
administracion. En linea con estos resultados, Parada y cols. (2003) observaron
que los niveles de DOPAC y HVA observados en el estriado no se vieron

significativamente afectados tras una Unica dosis de Nebicapone. Por el
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contrario, tras repetidas dosis del inhibidor, se observdé un incremento de
DOPAC y una disminuciéon de HVA, indicando una posible inhibicion de la
COMT que acontece con altas dosis del inhibidor fras una administracion

sistémica.

En relacién al contenido en el estriado de HVA, sdlo Ro 41-0960 disminuyd
de forma concomitante al aumento de los niveles de DA y DOPAC, como es
de esperar tras la inhibicion de la actividad COMT. Esta fuerte inhibicion del
catabolismo observado fras la administracion sistémica de Ro 41-0960 sugiere
que este compuesto es un potente inhibidor cuya actividad es similar a otros

inhibidores ya descritos como es el Ro 40-7592 (Kaakkola y cols., 1992).

De cualguier forma, aunque la disminucion de los valores de HVA fue
comparativamente menor para los nuevos nitrocatecoles respecto al inhibidor
comercial, si fue estadisticamente significativa, sugiriendo que pueden ser
inhibidores potenciales de la enzima COMT, con un aumento de los valores de
DA y DOPAC, de forma concomitante a la disminucion de HVA, fras una

administraciéon crénica de los compuestos.

6.5.2. Estudios en dializado: microdidlisis

La razén primera que nos movid a utilizar esta metodologia fue que una
aplicacién local, a nivel cerebral, de una determinada droga o compuesto
con potencial farmacolégico es muy interesante para conocer el
comportamiento de los mismos sin interferencias a nivel sistémico. De esta
forma, las variaciones en el metabolismo de DA son, claramente, mds
detectables, permitiéndonos inferir el tipo de actividad de los compuestos

estudiados sobre el sistema nervioso central

La fécnica de microdidlisis cerebral es considerada una herramienta
complementaria en estudios de neurociencias, pero de especial relevancia
por sus multiples ventajas. Permite monitorizar concentraciones locales de
drogas y sus metabolitos en sitios especificos del cerebro (Alavijeh y Palmer,
2010). En este sentido, la importancia de esta técnica reside en la utilidad de la

perfusion de drogas a efectos de liberar neurotoxinas en dreas especificas del
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cerebro y valorar cambios en los sistemas de neurotransmisores (Gainetdinov y
cols., 1997; Santiago y cols., 2001). En otros estudios de microdidlisis, se ha
dedicado especial atencién al fransporte de drogas o compuestos bioactivos
a través de la BHE (Palmer y Alavijeh, 2013). Asi, se han abordado estudios
farmacocinéticos monitorizando el paso de los compuestos a fravés de la
misma mediante una administracion intraperitoneal del compuesto y posterior
deteccion en el dializado, poniendo asi de manifiesto el cardcter lipofilico de
los compuestos estudiados (Kaddoumi y cols., 2003; De Lange y cols., 2005; Wu
y cols., 2009). Finalmente, el verdadero interés de esta técnica in vivo reside en
qgue es la Unica que ofrece la posibilidad de monitorizar el transporte de
drogas a nivel cerebral en animales no anestesiados y con libertad de

movimiento (Alavijeh y Palmer, 2010; Anderzhanova y Wotkak, 2013).

Por todo ello, considerando la utilidad de esta técnica como herramienta
complementaria a otras metodologias, procedimos a evaluar el potencial de
los compuestos ensayados sobre la actividad COMT y el metabolismo de DA

de forma local en el cuerpo estriado del cerebro de rata.

6.5.2.1. Efecto sobre la DA y sus metabolitos

En un primer andlisis de los niveles extracelulares de DOPAC, fue
destacable la actividad mostrada por HTy con un incremento de sus niveles
extracelulares estadisticamente superiores a los niveles basales e incluso
superior al propio inhibidor comercial (Tabla 6.13). Aunque la literatura
describe que en la segunda generacién de inhibidores la potencia se mejora
tras la incorporaciéon de un grupo nitro (Bonifacio y cols., 2007), nuestros
resulfados muestran un aumento significativo para ambas series de
compuestos, catecol y nifrocatecol. Este hecho, que coincide con los
resultados obtenidos tras una administracion intraperitoneal, pone de
manifiesto, también, la influencia de la estructura catecol sobre la actividad
COMT.

Numerosas investigaciones han centrado sus esfuerzos en hallar una
posible relacion e implicacion de la estructura catecol en la EP.

Fundamentalmente, se ha demostrado que su accion en esta patologia
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media a través de su actividad antfioxidante gracias a su estructura orto-
difendlica y su papel como agente secuestrador de hierro (Kawabata y cols.,
1996; Orama y cols., 1997), elemento clave en la etiopatologia de dicha
enfermedad y que ha sido previomente comentada en el objetivo 4 del
apartado de discusion. Sin embargo, nosotros hemos demostrado en este
estudio que la perfusion intfracerebral de este compuesto fendlico incrementa
localmente los valores de DOPAC, prueba de su actividad central, lo que nos

permite inferir su accién directa sobre la actividad de la COMT.

Tabla 6.13
Porcentaje del aumento de los niveles extracelulares de DOPAC respecto a
valores basales (100%) tras los estudios de microdidilisis

Ro 41-0960 HTy NOzHTy  NOzHTy-A  NO:HTy-E

% DOPAC 136,0 143,5 1250 1250 128,0

DOPAC: Acido 3,4-dihidroxifenilacético. Ro 41-0960: Inhibidor comerciall.
2: Hidroxitirosol. 49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo.
59: Eter efilico de nitrohidroxitirosilo

De forma similar al compuesto natural, su andlogo nitrocatecol NO2HTy y
sus derivados lipofilicos, NO2HTy-A y NO2HTy-E, produjeron un aumento
significativo de los niveles extracelulares de DOPAC respecto a los valores
basales (Tabla 6.13). Este incremento, aunque en menor medida que para HTy,
pone de manifiesto la actividad de estos compuestos y, en particular, la
influencia de la estructura orto-nitrocatecol en su unidn a la enzima
(Learmonth y cols., 2004). Aunque esta conformacion estructural parece haber
centrado todas las miradas en los Ultimos anos aunando intereses hacia la
sintesis y evaluacion bioldgica de nuevos nitrocatecoles inhibidores de la
COMT (Learmonth y cols., 2004, Learmonth y cols., 2005), nuestros datos no
revelan mejores resultados de los compuestos con dicha estructura frente a la
estructura catecol. Si atendemos a las variaciones en los niveles de DOPAC,
observamos que los derivados NO2HTy-A y NO2HTy-E no mostraron diferencias
significativas en comparacion con NO2HTy en términos de potencia; sin
embargo, si se observd un aumento significativo de los niveles de DOPAC en
un andlisis fiempo-respuesta como muestran los resultados (Ver apartado de
resultados, objetivo 5). Es decir, los derivados lipofilicos mostraron una accion
sobre la enzima ligeramente mas prolongada en el tiempo a diferencia de

NO2HTy, cuya actividad sélo se mantuvo durante el periodo de perfusion.
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En base a estos resultados, podriaomos afirmar que la cadena lateral
hidrocarbonada juega un papel relevante en el anclaje al sitio activo de la
enzima permitiendo una unidn menos Idbil y, por tanto, mds estable. En linea
con estos resultados, Bonifacio y cols., (2007) han descrito que variaciones en
la cadena lateral ejercen una profunda influencia en la modulacion de la
duracion de la actividad de la enzima. Asimismo, nuestros resultados sugieren
que, a igualdad de potencia en su actividad sobre la enzima COMT, estos
nitroderivados lipofilicos permanecen mayor tiempo en el cerebro, lo que
evidencia una capacidad eficiente de penetracion incrementando, asi, su
vida media en el sistema central. De esta forma, podriamos afirmar que la
cadena lateral parece cobrar cierta relevancia en nuestro estudio
coincidiendo con el interés de algunos autores en disenar nuevos inhibidores
de la COMT con especial afdn en incrementar la cadena lateral de estos

compuestos (Learmonth y cols., 2002, Bonifacio y cols., 2007).

Por su parte, HTy mostré un tiempo de actuacion en el cerebro limitado,
similar a NO2HTy. Los resultados publicados recientemente por nuestro grupo
de investigacion han demostrado que HTy presenta una alta capacidad
penetrante en el cerebro, pero es rapidamente metabolizado por la enzima
COMT a HVAL, lo que podria explicar su corta vida media y, por consiguiente,
limitado tiempo de actuacién a nivel central sobre la enzima (Gallardo y cols.,
2014).

Finalmente, en un andlisis del metabolito HVA, se observé una disminucion
significativa (Tabla 6.14) y sostenida en el tiempo de sus niveles para Ro 41-
0960. Por el contrario, el resto de compuestos ensayados tan sdlo mostraron
una disminucidn de los niveles de HVA durante el periodo de perfusion de

dichos compuestos.

Tabla 6.14
Porcentaje de la disminucidn de los niveles extracelulares de HVA respecto a
valores basales (100%) tras los estudios de microdidlisis

Ro 41-0960 HTy NO:zHTy NO2HTy-A  NO2HTy-E

% HVA 37,7 83,3 78,8 82,9 75,5
HVA: Acido homovanilico. Ro 41-0960: Inhibidor comercial. 2: Hidroxitirosol.

49: Nifrohidroxjﬁrosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo.
59: Eter etilico de nitrohidroxitirosilo
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En un andlisis global del metabolismo de DA a fravés de microdidlisis, los
valores de DOPAC y HVA revelan un efecto de Ro 41-0960 sostenido en el
tiempo y que coinciden con estudios encaminados a la obtencidon de nuevos
inhibidores de la COMT con un perfil de larga actuacién (Kiss y cols., 2010). Si
bien los compuestos fendlicos estudiados, nitrocatecoles y su precursor natural
HTy, no presentan dicho perfil de larga actuacion, no podemos obviar su
actividad a nivel centfral de la enzima COMT, lo que nos empuja a una
propuesta de mejora de estos compuestos con mayor potencia y vida media

en el cerebro.

Cabe puntudlizar que la medida de los niveles extracelulares de DA por
microdidlisis ha sido bastante dificil de realizar. Por una parte, debido a los
bajos niveles basales que hemos obtenido en los dializados, siendo muy dificil
interpretar los resultados que obteniamos. Por otra parte, el hecho de que la
DA tiene un tiempo de retencién en el cromatograma muy cercano al del HTy,
lo que dificultaba la medida de la DA cuando se administraba sistémicamente
dicho compuesto. Ademds, hay que subrayar que también se obtenia un pico
de HTy cuando se administraba de forma sistémica NO2HTy, lo que también

dificultaba la medida de DA con este compuesto.

Finalmente, es de destacar que el dcido 5-hidroxiindolacétido (5-HIAA) se
ha cuantificado para fines comparativos. Este metabolito generado como
producto final en la ruta de degradacion de la serotonina a través de la MAO
y la enzima aldehido deshidrogenasa, es empleado como control interno de
nuestro estudio. En el metabolismo de la serotonina no interviene la enzima
COMT, lo que explica que los compuestos estudiados (HTy y sus nitroderivados)
no tengan ningun efecto sobre los niveles extracelulares de 5-HIAA y sugiere
que el efecto que tienen estos compuestos sobre los niveles extracelulares de
los metabolitos de DA es, fundamentalmente, a través de la inhibicién de la
enzima COMT.
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7. Conclusiones

A continuacién se indican las principales conclusiones obtenidas en la

presente memoria:

1. Se han puesto a punto los protocolos de sintesis para la obtencion de
dos series de nitroderivados lipofilicos de hidroxitirosol, con cadenas
laterales acilica (ésteres) o alquilica (éteres), ejemplificados en la
preparacion de un total de 14 compuestos con estructura

nitfrocatecdlica (compuestos 49-62) a partir de hidroxitirosol.

2. Todas las sustancias preparadas han sido caracterizadas por sus puntos
de fusién (sélidos) y sus datos espectroscodpicos y sus estructuras han sido
determinadas inequivocamente mediante experimentos mono- vy
bidimensionales de RMN, asi como por sus espectros de masas de baja y

alta resolucion.

3. La evaluacion de la capacidad reductora (método FRAP) y de
secuestro de radicales libres (métodos ORAC y ABTS) de los
nifrocatecoles de ambas series, acilica y alquilica, ha puesto de
manifiesto la influencia positiva que ejerce el grupo nitro sobre la
actividad antioxidante in vitro de estos compuestos en comparaciéon
con el hidroxitirosol libre. Ademds, la longitud de la cadena
hidrocarbonada lateral determina la actividad antioxidante, mdas que el
tipo de enlace en si, mostrando una relacidn parabdlica entre la
capacidad antioxidante y la naturaleza lipofilica del compuesto, con un

mdaximo de actividad para una longitud de 2-4 dtomos de carbono.

4. Los compuestos nitrohidroxitirosol (49), acetato de nitrohidroxitirosilo (50)
y éter etilico de nitrohidroxitirosilo (59) se absorben a través de las células
del epitelio intestinal Caco-2, en relacién directa a la naturaleza
lipofilica del compuesto. Entre un 33-81% de los compuestos absorbidos
permanecen sin metabolizar, pudiendo alcanzar el torrente sanguineo

en su estado original.

5. Estos compuestos han demostrado fambién ser biodisponibles por las

células de hepatoma humano, HepG2, y extensivamente
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metabolizados, observdndose una relacién directa con el tiempo de

incubacion y la naturaleza lipofilica del compuesto.

6. En ambos estudios de biodisponibilidad, intestinal y hepdtico, el acetato
de nitrohidroxitirosilo (50) se hidroliza extensivamente generando el
compuesto nitrohidroxitirosol (49), mientras que el éter efilico de
nitrohidroxitirosilo (59) no sufre hidrdlisis y mantiene su identidad quimica,
dando lugar a metabolitos mds lipofilicos. Derivados glucuronidados,
metilados y metilglucuronidados son los compuestos identificados del

metabolismo de los nitfroderivados de hidroxitirosol.

7. Los compuestos nitrohidroxitirosol (49), acetato de nitrohidroxitirosilo (50)
y éter etilico de nitrohidroxitirosilo (59), presentan actividad antioxidante
en los modelos experimentales de induccidn quimica e hipoxia-
reoxigenacion empleados como mecanismos de produccion de
radicales libres en tejido cerebral de rata. Siendo esta actividad menor

que la de sus precursores no nitrados.

8. A pesar del efecto antioxidante de los compuestos nitrohidroxitirosol
(49), acetato de nitrohidroxitirosilo (50) y éter etilico de nitrohidroxitirosilo
(59). no se observa un efecto neuroprotector en el modelo experimental

de hipoxia-reoxigenacion.

9. Los nitrocatecoles estudiados, nitrohidroxitirosol (49), acetato de
nitrohidroxitirosilo  (50) y éter efilico de nitrohidroxitirosilo (59), han
mostrado una actividad inhibidora de la actividad COMT
significativamente mayor tras el fratamiento créonico en comparacion
con el agudo. Los nitfrocatecoles estudiados modifican el metabolismo
de la dopamina, siendo mayor el efecto conseguido con los derivados
lipofilicos (50 y 59), que el proporcionado por su precursor (49). Los
compuestos empleados con fines comparativos, hidroxitirosol y el
inhibidor comercial (Ro 41-0960), arrojan resultados dispares en funcion

del metabolito estudiado.
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10. Los resultados de los estudios in vivo concluyen que los nitrocatecoles
derivados de HTy también modifican el metabolismo de la dopamina,
con una actividad superior para los derivados lipofilicos (50 y §9) que
ofrecen una accién mds prolongada en el tiempo. Los resultados con el
Ro 41-0960 han demostrado un perfil de larga actuacion sobre la

actividad COMT, superior a los compuestos ensayados.
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9. Anexo

9.1. Anexo 1. Entidades que participan en la Tesis Doctoral

El trabagjo experimental se ha realizado en centros de investigacion de

reconocido prestigio y que se detallan a continuacion:

v' La preparaciéon de los nuevos nitrocatecoles derivados de hidroxitirosol
ha sido realizada en el Dpto. de Quimica Orgdnica y Farmacéutica de

la Facultad de Farmacia en la Universidad de Sevilla.

v' El estudio de la actividad antioxidante in vitfro de los derivados lipofilicos
de nitrohidroxitirosilo, asi como los estudios de metabolismo vy
biodisponibilidad de nitrohidroxitirosol, acetato de nitrohidroxitirosilo y
éter etilico de nitrohidroxitirosilo a nivel intestinal y hepdtico, han sido
desarrollados en el Dpto. de Metabolismo y Nutricidon del Instituto de

Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutriciéon (ICTAN-CSIC).

v El estudio de la actividad antioxidante y neuroprotectora de
nitrohidroxitirosol, acetato de nitrohidroxitirosilio y éter efilico de
nitrohidroxitirosilo, en modelos experimentales de dano cerebral, ha sido
realizado en el Dpto. de Farmacologia y Pediatria de la Facultad de

Medicina en la Universidad de Mdlaga.

v' El estudio de la capacidad inhibidora de nitrohidroxitirosol, acetato de
nitrohidroxitirosilo y éter efilico de nitrohidroxitirosilo sobre la actividad de
la enzima COMT, ha sido desarrollado en el Dpto. de Bioguimica y
Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia en la Universidad de

Sevilla.
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9. Anexo

9.2. Anexo 2. Financiacion Proyecto P09-AGR-5098

La realizacion del presente trabajo se ha llevado a cabo en el marco del
proyecto de Investigaciéon de Excelencia de la Junta de Andalucia tfitulado
‘APROVECHAMIENTO DE SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA OLIVARERA. SINTESIS
Y EVALUACION DE NUEVOS ANTIOXIDANTES CON POTENCIAL APLICACION EN
EL TRATAMIENTO DEL PARKINSON" (P0O9-AGR-5098) y con la concesidon a Elena
Gallardo Morilo de una beca Predoctoral segun la Resolucion de
convocatoria de 24 de febrero de 2010 (BOJA n° 44, de 5 de marzo de 2010).
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* (hswipondiag eathori Tel: +3 01 S445807] K Serad] sl + M50 545800 (L
Le T
E-mall addraa: buardelid s (& Sardd] kg elicias ciic (L
L TS

B0 5 - e Eond maer © 202 Elevies Lid. AN St aniesvad
) e g L DS 202 T )

mitrogen speces (De L Puerta =t al, 2007}, and ako breaking per-
axilative chain readions and preventing metal jon pro-
duction of readtive oxygen spedes (Mamna et al, 19870
Hydrocytyrasal (HTy) is considersd one of the most abundant
and representative alive ail phenols, present as semindoid deriva-
itive, a5 aetate esier and in freeform (Maieos etal, 2005) The pro-
tective effect of HTy against acdative stress-induasd cytataxi oty
has been systematically demonstrated (Goya =t al, 2007; Martin
et al, 20100; Mateos et al, 20110 Morsowver, current evidence
strongly supports that natural biophenals may also offer indinect
pratection by increasing the endogenows antiocdant defense sys-
tem (Maselly et al, 2005 ) In fot, we have recently shown an addi-
tional mechanism of adbion of HTy to prevent modabive stress
damage in hepatic cells through the modulationof signaling path-
ways imohed in antioddantfdetocifying enymes regulation
(Martin et al, 201da) This double mechanism of action confers
HTy great chemo-protedive pobential to prevent midative stres-
amociate cell damage.

Mitroatechals (fig. 1) which are @techal 0 -methy] transferase
(COMT) inhibitors, are 2 new dass of bioactive @mpounds, being
OOMT an enzymeimal ved in the degradation of d opamine ( Cardin
etal, 204; Bonifacio etal, 2007 ) Two atechal O -methyltrandense
(COMT) inhibiors, entacapone and tokapone, were developed
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Newoncience Letters 579 2014) 173-176

Contents lists available at ScienceDirect

Neuroscience Letters

journal homepage: www.alsevier.com/locate/neulet

In vivo striatal measurement of hydroxytyrosol, and its metabolite
(homovanillic alcohol), compared with its derivative

nitrohydroxytyrosol

Elena Gallardo*', Rocio Palma-Valdés*', José Luis Espartero®, Marti Santiago™*

* Depr taments de Quimica O pinice y Rrmachatics Rociltad de FFmaca Universifad de Sevilla 4 168 2 Sevile, Spate
*Depa tsmenis de Boquini y Reiegls Moiecuis, Foubind de Rymacis, Ustversidad de Seviliz 47 (0.2 Sevie. Spate

HICHLIGCHTS

.m lyphenols by HPLC with electrochemical d
d | prods levels of b i alcchel in the brain.
uydmmmlmmxhr brain barrier better than

ARTICLE INFO ABSTRACT

e 23 A U4 P o e ey b oy 1 b e e
Recedved in revised form 3 july 2004 d’d M nof b ‘m-u (zo-d:n’:‘ku.:h)
Accepied 21 Jaly 2014 Mac&mnuhuﬂx&hhﬁd&um@dt&mm

Aailadie ontine 26 Jaly 2014

an increase in the extracellular level of homovanillic akohol, 3 metabolite of hydroxytyrosol :’,

catechol-O-methyltransf mmdhy&wmrud(zom)whm
m canh:lwwameu&e flul admin-
e W(muwmm)wwamﬂwuhmﬁa
Pyrexyty-onat wdmwwmm hydroxytyrosol is 2 more brain penetrant phenolic com-
Homovanitic akohel pound than nitro-hydr L dingly, there is high cerebral metabolism of hydroxytyrosol to
Nitro-tyrexytyrosck pdmbamnkimblhaxblomhyhmﬁrnmq that is saturated at the higher
R’y striatum d dose of by
©2014 Hsevier Irdland 12d. All rights reserved.
1. Introduction presence of phenolic compounds [5). Owing to the properties of

olive oil phenolic compounds, research should be directed not oaly

Adherence to the so-called Medi diet 1] is believed to
provide protection against neurodegenerative disorders [2]. Olive
oil is the main source of fat in the Mediterranean diet. It is rich in
oleic acid, but also contains a2 wide range of ‘minor constituents’,
like polyphenols that contribute to the stability of the oil and exhibit
potent antioxidant properties |1,4]. Moreover, the beneficial effects
of virgin olive oil jon have been attributed in part to the

Abdraviatoas: HTy, tydeoxytyrasol: HVAL domowanilic aicobiol: NO-HTy, nitro.-
Mpareaytyroscl: COMT, CatecholO-mettyl transterase: I, intraperitoneal
* Corresponding auther.
£-matl adges: rmeantiago@uses (M. Santiago)
' These Jathors contridated eqaally to this report.

heplidcdoiong 10.101jnenlet 201400 0T
(0043940 © 2014 Exevier Ireland Ltd. All righes reserved,
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ds the characterization and study of the biaactivity, but also

d ling the b ilability in order to gain new insight
into their in vivo physiological behaviour. Therefore, the d i
mmndwrpnolwemlptm\olxmabdlmnbmnmplﬂn
of rel in order to und: d how they cross the blood brain
hm:ﬂhowﬂrymmabdwﬂydmmmsd(my)dulu
d as 2 secoiridoid derivati .mdloabmumugm
syhtrad derivativesisth active ph P
in the olive od [G].

lntheprmnmndyweluwusedmmmmrmﬁahwmb—
nique, which allows drug pling priving
the subject of biolog ‘ﬂudgand it ly invol
imal disturb of p I functi UBLForhfmdmg
pharmacokinetic smdlea intracerebeal microdialysis is the oaly
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ISANH POLYPHENOLS 2012 - PARIE - FRANCE

METABOLISM OF NITRODERIVATIVES OF OLIVE OIL PHENOLS (HYDROXYTYROSOL
AND HYDROXYTYROSYL ACETATE) AND ETHYL HYDROXYTYROSYL ETHER BY HUMAN
HEPATOMA HEPGZ CELLS

ELEMA GALLARDO, 12 BEATRIZ SARRIA,' JOSE L. ESPARTERD 2 LAURA BRAVO,! RAGUEL MATECS!

Jep. of Metabolism and Nutrifon, brstiste of Food Scence, Tachnalogy and Nutrition (ICTAM), CS3C, Madsid, Spain.
*Dep. of Organic and Pharmacautical Chemiatry, Faculty af Pharmacy, University of Sevile, Spain.

“elegmiBus o5

Wrocalechals are compoursds used to treef Parkinson disease due fo Lheir ability 1o inhibit catechal-O-methd
anslerase (COMT), which i implied in the degradation of dopamine '2 However, some of the actuelly avalable
smpounds an the marked, blcapone and entacapane, Le., have showed hepatolodciy actvily and kow efficacy,
specivaly.! In onder 1o increase he assotment of these compounds with higher and safer therapautic pofile,
troderivatives of certain natural olive of phenols, hydrsytyresol (HTy) and bydroxytynosyl acetate (HTy-0), as well
5 & synthatic hydrophabic dedvatine of hydroytyrosol, ety hydroxytyrasy] @fer (HTy-E). have besn synthetized.*
kerwige, necanl axpeiments have shown thal these rerw nifroderivatives compounds present COMTS inkibitony
sineity. enwen higher st the commercially available COMT infibiler,? and they are efficiently sbeorbed by Caco-2
dis {nesulls i procass), indicating their palential for hapatic transformation.
scordingly, metabolsm of nitobydrmeyrosal  (MOCHTY),  nitrofydroeytyrosyl acetate (MOLHTY-A) and et
trahydmeytyrosyl ether (NOAHTY-E) was evaluated in human hepaloma cells (HEpG2) in cubure, as 8 modal systam
the: human ver. Every compound was incubaled for 2 and 18 hours with HapG2 cells, and LC-D0D in addifion 1o
M5 were usad o identily melabolites in culbore media, cell lysales, 89 well 25 in thesa samples Bfter hydrolyais
I eglucuronidase and sulfatase. In vitno conjugation reactions of pure nitroderivatives wernes aksn carmied oul.
¥ rasuls showed an exdensiva updaos and metsboism by HepG2 cels afer 18h of incubstion in companissn with
I NOHTy-A was exiansiely hydrolyzed inlo MOHTy being subsequenty transfomed in nigchydroxytyrosyl
etabaliles, while NOHTY-E remained withoul fydroiyzing inte the: fres Tom, High amount of glucuranides follrwed
* matidglucuronides. iogethes with low amounts of medny conjugates, were the metatoliles mainty detectad afiar
e Incubation of the evaluated compounds with HepG2? sl
conclusbon, nitroderivatives of HTy, HTy-A and HTy-E can be up-taken and metabolzed by e lver as suggested
* Bhe masulls oblained using HepG2 cells as o hepatic modal systam.

ordin, A Koakkola, B.; Tereregingn, H J Mown! Traoesm., £11, 13431363, 2004
wnifacio, M. Paima, PN, Admesda, L Sosres P ONS Ongs. 13, B2378, 2007,
allard-Monls, E; Trfls, M. Saniago. M. Madrena, A; Paima, R Espaniern, JL. Sasic Cin Fhar Tosool, 308, 4848 504

60 | ISANM & Copyright 2012
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ISANH PoLYPHENOLE 2012 - PARIS - FRANCE

PREPARATION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY EVALUATION OF
NITROHYDROXYTYROSYL ESTERS
MARIANA TRIILLO," ELENA GALLARDO™? ROCID PALMA, BEATRIZ SARRIA ZLALURA BRAVO, ! RAGLIEL
MATEDS.? JOSE L ESPARTERD'

' Dep. of Organic and Pharmeceutical Chamistry, Faculty of Pharmacy, Uriversify of Sevile, Spain
Jep. ﬂhmﬂmmmmn_mmmﬂrFmd&mTumandMﬁmmﬁm. CHIC, Madrid, Spain
“elegmiEus.es

wrawytyrosal (HTy). She major phencle cormpound in vingin olive cil, presants numemes benefizal healf properties.
want studies have also shoen that this biophanal prolects ageinst axddative stress In Caes-2 cals® and HepG2
Isf by scawenging several e radical species. Howear, HTy is barely soluble in lpophilc madie. The food
leslry demands the develapmant of ipophilic anfioridants thal in addiion can be wsed as functional ingredierss in
dic foad matrices. Bearing this mind, new kipophific dertalives: of HTy with polenlisl anfioxidant activity have been
kign and synthesized 3

cantly, aternalive HTy derkualives Bave baan praposed and syntheszed. "Thesa rew denvatives Rave i oomman
tIhea_.--amﬁnar-itr-:-gmuphhnﬂmhmnm.rﬁueﬂm.mwmuﬂnﬂfmamﬂh
o groug and $e langth of e side chain could affect the antiasidanl capaciy of hese compounds. Therefons, the
|mmtpraﬁamamuymtlprmmuum&lmﬂlmmlwmmmﬁakueﬁmzmﬁuwm]
Ilumﬁmtemrmmnﬁudiﬁammm.sunhmFmP.I-ETEmdﬂFtA.l,‘:ma:.rs. Raculls
be shommn.

Fodnpeer-Ramin, [ Masn, WA, Ramos, 5 Beevo, L Gope, L, Toskeol. 288, 43458 2097
.Bmt'u-L.IAurﬁﬁmu'&'mm 07 REGT-0005 008
F.; Cart, A.; Espavarc, JLL, Maleos, (. Toyia, M. PCT kot Appl., W0 2004005237, 3064
.'l-l'.'l-l‘ahu.:..ﬁ' Colanias, [ Espartarn, JL.; Cerf, R dowvar, M Asudis, F; Bawiefa [ Coel & Parreadln, J
2008,

. Food e, 54, 37753785,
¢ Parais-Cam, G.; Matecs, R Rodeigues, G.; Trgdio, 1, Famendee-Balsnes, 0, Exparten, 0 L.
Modacwies, 14, TTE2-T772 2009

i

é

I003

F o GalNavdo-Monko, £ Tigle, M. Santegn, M. Madmora, A - Exma. 7 Ezgadern, JL Bagie Ot Phamn, Toskos!, 108,
L

E-ll ISAMH & Copyright 2012
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TRANSEPITHELIAL TRANSPORT AND METABOLISM OF NITRODERIVATIVES OF HYDROXYTYROSOL BY
HUMAN INTESTINAL CACO-2 CELL MONOLAYERS

ELENA GALLARDO'Z, BEATRIZ SARRIA', JOSE LUIS ESPARTEROX, LAURA BRAVO', RAQUEL MATEOS'.

1) Dep. of Metaboism and Nutrition, Institute of Food Science,
Technology and Nutrition (ICTAN). CSIC, Madrid. Spain.
2) Dep. of Organic and Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Seville, Spain,

elegm@us.es

Nitroderivatives of natural olive oil phenols, hydroxytyrosol (HT) and hydroxytyrosyl acetate (HT-A), as well as of a
synthetic hydrophobic derivative of hydroxytyrosol, ethyl hydroxytyrosyl ether (HT-E), have been synthetized in order
to increase the assortment of compounds with pulative effects against Parkmson disease'?. These phenolic
compounds have already shown some COMT s inhibitory activity in preliminary studies®, which play an important role
in the metabolism of dopamine in Parkinson disease. Likewise, these new compounds are able to protect against
oxidative stress which might be involved in other degenarative disorders®.

The transport and metabolism of nitrohydroxytyrosol (NOzHT), nitrohydroxytyrosyl acetate (NO:HT-A) and ethyl
nitrohydroxytyrosyl ether (NOMT-E) were evaluated using a two-compariment transwell system containing
differentiated Caco-2 cell monotayers, which simulates the intestinal bamier. Nitroderivatives were loaded apically
|AP) and basolaterally (BL) in order to evaluate their apparent permeability coefficient (Papp, cm/s) and Papp ratio
{Pigs 8-4/Pigys 4-). In addition, LC-DAD and LC-MS were used in conjunction with enzyme hydrolyses (sulfatase,
beta-glucuronidase) reactions and in vitro conjugation reactions of pure nitroderivatives to identify metabolites.

The Papp ratios Indicated thal the three nitroderivatives were fransfemed across human Caco-2 cell monolayers,
being NOHT-A and NOHT-E better absorbed than their precursor, NOHT. Nitrederivatives were partially
metabolized by intestinal epithelial cells. NOHT was partially converted into ghucuronidated and methyiated
conjugates. NO:HT-A was largely converted info free NO;HT and subsequently metabolized. Moreover, small
amounts of glucuronidated NO:HT-A were also detected. NOHT-E did not suffer hydralysis inlo NOZHT although it
was partially metabolized into glucuronidated conjugates.

In conclusion, nitroderivatives of HTy, HTy-A and HTy-E are well absorbed in Caco-2 cell, and in addition they are
partialy metabolized. dependent on their lipophilic nature.

References

1 Gordin, A; Kaakkola, S.; Teravainen, H. J. Neur, Transm., 111, 1343-1363, 2004.

2 Bonifacio, M.J., Paima, P.N.; Almeida, L., Soares, P. CNS Drugs, 13, 352-379, 2007,

3 Gallardo-Morillo, E.; Trujillo, M.; Santiago, M.; Madrona, A.; Palma, R.; Espartero, J.L. Basic Ciin. Pharm. Toxicol,,
109, 48-48, 2011.

4 Samia, B; Mateos, R., Gallardo, E., Ramos, S., Martin, M.A,, Bravo, L., Goya, L. Food Chem. Toxical., 50, 3752
3758, 2012,
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SYNTHESIS OF HYDROXYTYROSOL NITRODERIVATIVES
ASCOMT INHIEITORS

Gallards-Monlls E." Truills M.", Samtiaps M, Wadnoma A",
Pabeaa R, Exparen 1 L!

Deparment of Orgare: od Prammacesscal Chamesny, Facuky of Phar-
macy, Unmvesity of Sevills, Sewilla, Spain; *Depuarmment of Bioc hems-
oy, Facsky of Pharmacy, Univesity of Sevill, Sevilla, Spain

k & well bnoen dhad bydrenyivcsal {HTy), a pol yphenabc compoemd
of virgm alive oil , shows o marked role 26 atioocdang in odative pon-
cexmes. Momover, HT'y has been showm o peevent onidative mjories i
mmimal modas a5 well as Hep(E® and Coco-2 odll nes. In the presemt
mmdy, we propess the synhesi of new anticndang compoends damved
from HTy. The aim of s siady & b0 obien serodarivaives of HTy and
i evabose el ansicaidand activites. In addon, B B beown ghal sey-
eral mErcacasheon] darfvatives oot o OOMT inbabiiors and, some of ghem
e baing pow weed o the Pariomson therapy. In this serse, NOCHTY,
NOEHTyAz and ENOZHTY ware sysshesized and penfiad h}'n:-hm
Hﬂhmqﬁ&mﬂyﬂﬁ.mm:ﬂm“}-tu
mmied ol wming five goaps: healthy congrolCh, commerdal RO-41
mbaibhinor T, misnobydronviyrosol (NOEHTY), nembydronyiymey] aoetme
OEHTyAC) and aghy] merobvdraytymsal (ESNOEHTY) Dopamine,
DAL, and HVA levels m bmin wers messensd by high parfommance
ma and DOPAC kevels were signifiandy momased in nombydronyg yo-
sol guoep compared fo congnl gromp and even, o commerial RO-41
mtdhiier m the mse of Dopemma. We conld oot achiew cone hesive
mals dor HVAL

Condushon: The synthesis of mmodrvatives of HTy powides an
approach a5 COMT b o,

Py
ANTIOXIDANT AND NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF 34
DHYDROXYPHENYLGLYCOL IN BAT BRATN SLICES

L Latva M. 1., Moz Mavie 2, Gaserrero A2 Lipe - Vil lodres
1A% Guzwede Moscaso B, Diera A, Femtnde Bolaios 17,
Gompiler Correa . A%, de la Cruz 1 P2

'%ehonl of Healh Saences, Univesaty of Malage, Maligs, Spain;
mﬁoq:.]'xpm of Prammacokogy, Sdhonlof Medione,
University of Malaga, Malsga, Spain; “lnstissto de b Gasa (05K,

(CSuM: GRS :—ﬁ.‘]‘ vi TIE+ 36 for hydoxynmsol) In e
Bypoia mode] DHPG mbibied LDH offtx 32% wigh
resfed o coninl and hydromytymsal TE34%. Inthis madd TEARS was
inhibied 6. T9% with DHPG and 2 59.7% with hydrooyynosol. Alhongh
DHPG has anfionidand ond mewropmiscove effect, o afea is lowsr
s the ome wh by droyiyrosal.

P13
IMPORTANCE OF TYPE-X CVCLOOXYGENASE ACTIVITY
ISHIBITION IN NEURDPROT ECTIHON

Lapez-Villodres J. A.", Guerero A", Mufiop-Maris 1.,
Gummae-Moscoso B2, Laper-Lawa M. 12, Doera A de la Cruz J. P,
rempales Carrea 1 Al

'LIAIT Grrconp, Diepastment of Pharmacakogy, Schoal of Medcme,
Usivezity of Malags, Malsga, Spain; “Saboal of Health Scimcis,
Universiy of Malaga, Malaga, Spam

A namrprascive effart of the nonstrcdal son-nflammasery degs
(MSADY) hos been demomimisd |, esparially W mewrodegeneranve dis-
emen. The cydoomygense (00K} actviry has beem laed with neoro-
mal damage However the roke of the ten (0K Somrimes has not bean
dilecidatsd. The aim of the smady is 00 ewnlaase e imponame of type-2
cydaomy gensee (O0K-Z) actviry inbihition in mewropen ssenon We mesd
celecnmib as o seleceve OOX-2 mbdhsior, acesilabicihye acsd (ASA) =
COX-1 mbibitor and deprofen as non selactve OOX12 mbibitor We
wied am in viow model of hyporis-eoviganaton in @i hippocampes
shoes (n= 6 rats por gromp) Afler Fovigemoon panod we messrad:
LIH as imdoea mdex of newnma] deafh, bom PGE? and bram misden-
iom s and 10 & mflammasory mediaiees . Onodstive and oo csa e
stmss wer defined by TEBARS, GEH, GESG 3-nisra ymosine and nisisf
mitmse prodecion The LIH offl (030 uM) valees o hamed after w=-
orignaion of boin shees wem for ASA 9297 =612 celeon:
B9 4+ 143 and ibopefen 339 & 130, The mfammasey mediase
expressed a5 parcenisge respat 1o conmnl obtamed wih newroprole e
IC50 comcemimtions were & follves, POEER -TO0%, —104%, and
=5 145% for ASA, celeconib and dapeden respeatively; IL 1 +31%;,
=5 (2% and —41_X0E; IL 00: (M, +156%% and +10.259%. For the: nitro-
smve simas +X701% for ASA, —525% for celacondd and —365.8 for
the nemmprotecive effect of NAAID m this expenm el model

Hydmmytyrosol, the most ahendant polyphencl in vingm olive cal |, asa
chear anfionidant and newropengecty e effect, foossing on the fira effect
the main medhaniem by which & exens s sfiea on menve Guee Thee

2000 The Autdbors
Basie & Chisicnd Phormacodogy & Toaboodogy & 2001 Moads: Phasacodog ol Sccesy. Baike & Clisdeal Pl alogy & Toodeodogy, 109 Suppl 11 31565
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OLEUROPEN SUPRESSES ASSOCIATED-COLITIS
COLORECTAL CARCINOGENESIS IN BALEC MICE

(rimer RM., Gimer E, Rios 11, Reao M.C

Departament de Famambogia, Faculat d= Famici, Universin de
Valancia

Introduction: The chemopmvention by naural compomnds 15 one of
the emergent approaches i preventtmat the appearmee of CRC in

it with mflemmatory howe] dieass (D). Olampein, a pheno-

lic secoindoid, has demonsirated anS-mflammaory propertes i IBD

madels (Giner et al, J Agric Food Chem, X011, 591 2882-12892; Gin-

eret al, Proc Br | Pharmacal Sac, 2012, 10:245), hecoming 2 powerfal

candidste i fest s offet om 2 modd of CRC i mice.

Materisk and Methods: (RC was inded by = moperioneal
imjection of 75 mglky of Azoxymahme (ADM) 2t day 0, followed 2t

C 08 The Asthosi

A & USRI SETIR 10 R

P01

BIOAVATLABILITY AND METABOLISM OF
NITRODERIVATIVES OF HYDROXYTYROSOL BY HUMAN
CFLL MODEL SYSTEMS

Gallards ., Sarria B.', Epariers 1%, Gongiley Correa L0,
De la Crug Caréx 1P, Brva L), Marans R

"Depasiment of Metaholism and Nugiton, Instiste of Food Science,
Technakgy and Nurition (ICTAN), CSIC, Madrid, Spain;
*Dequstment of Organic and Phamacewtical Chemistry, Faculty of
Prurmacy, University of Seville, Spaim; “Deqariment of Pharmacolo gy
md Thempemics, Sdonl of Madicine, University of Malaga

B & Clinic! Phaamiciolgy & Tokeolgy © 1013 Noatie Phasmaoloygiea] Sociery Bosie & (livical Phoirmacobopy Jf Tieioly, 10 (Sugpl 1), -8

A series of miiroderivafives from natomal ofive oll phenals, hydmxyiy-
msol and hydrox ytyrosyl acetate, 25 well = 2 syntheic hydrophobic
derivasive of hydrooytyrosal, ethy] hydroocynyros v ether, has been syn-
thetizd in incrmse the assofment of compomds with a putative effect
against Padinson disense. Recent experiments have shown fhat these
mimdeivaives preseni COMT's inhihiiory acfivity. Likewie, mitm-
bydrooytymsal (902-HTy), nimoh ydrooyt yrosy beetaie (NO2-HT y-A)
and edhy l-ndtroh ydrony tyresy Lather (N0 2-HTy-E) e aka sl 1o pm-
fedt agans oxdaive sres which might he mvolved i ofher degener-
2ve disomders. Became the in vio hiokogicl adivity of polyphenols
i dependent on their mtestinl wpizke and metholism, She absorption
of these niroderivaives and fe evient to which they are conjoged
md metrholired doring temser aross Caco-2 eells, a5 2 made] sysem
of miestinal harier, was mmvestipaed The remils ndicated G2 fe
three mimoderivatives wer ransfemed agoes homan Caco-2 cell mano-
layex, heing NOZHT-A and NO2HT-E hetier aheothad fhan their pre-
mmor, BOZHT, A fragiom of the aleorhed compoond remained
ummazhalizd which ndicatad the potential for hepatc mandformation.
Accordingly, matshaolism of these compomnds was evalogted @ homan
hepatoma cells (Hap(Z) in cultore, 25 2 modd systam of the homan
Iver. The msuls showed an sviensive opoke and mesholism by
Hepl2 cells. KOZHT-A wx evemively hydmbyzed inn BOZHT
heing sbsequemly manformad i NOCHT & menholies, whils
NOZHT-E remained without hydrol yzing o the fee fom. In geneal,
ghomonidied and mediy]l conjugaies were the mewsholies manly
deiected. b condusion, NOZHTy, NOZHTy-A md ROZHTYE are
well stothed and partially meizholized during their inesting] passage.
Therefore, niroderivatives @n he opisken and exiemsively meisho-
Tized bry e Diver.

P71
ESTIMATION OF TOTAL FHENOLIC CONTENT IN
SIDERITIS HYSSOPIFOLIA

Huerga-Mangnes V., Siema-Vega M., Garda-Vidiez 11,

Diez Lighana M.J., Sahapim-Prics AM., Martdne; Fornindiz MN
Pramamlogy, Depesiment of Biomedical Sciences, Univesity of
Ledn, Spuin

Intmduction: Phenolic cmpomnds of medicinal plants have henefic
cial effects agaimst free ndimls by acting a5 mbovidanss. The aim of
this sndy was in delemmine the inial phenolic mnient of the edher,
bonolic, metmol, waerhoimol, dilwoform 2nd fnd agueouns
exiracts ohizined from fhe erial pats of Siderinc fysepgbla using
Falin-(Gocalien olorimetric medhad.

Material and methods: The eviracs were dissalved in 8 efunal
for amalysis. Foor hondred microlites of exiracts (100 pgml) were
added to 2ml of 1:10 dilrad FolinCiocaben reagemt (ZN) Afier
5 min of mcobation, 16 m] of sodiom carhonate sobdtion (75 g7) was
added The shsorhance was detemmimed ai 765 mm, afer ¥ min of
manhation & mam temperatore, Gallic 2cid (5-100 mgl) was wed for
calibration of 2 sandad corve.

Results: The resls were exprssed as milligram of gallic acid equiv-
aknts per gom of evtmet (mpGART exina) The values of it
phenolic conent obtunad for the diffemnt extmet teied were: ether
evract —| M489 mpGARy atrxct wbnolc eomaa. -22L49
mgGARE erxt; mefonol extmet - 105593 mpGARR aswact
aquecns botnolic exmac, —45409 mepGARSR eorxt chlmbim
exmact — 11988 mpGARE svmas od final aquecns exrac. —47386
mpGARE et

Conclusion: We can conclode that he hobnolic exiract showed the
highest inta] phenolic conient, while the lowest was fomd in dilono-
form exmact
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9.4. Anexo 4. Espectros de masas
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9.5. Anexo 5. Espectros UV-vis
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Figura 9.1

Espectros UV-vis correspondiente a los compuestos NO2HTy (49) y NO2HTy-A (50) y
sus metabolitos identificados tras incubacién con células coldnicas (Caco-2) y hepdaticas
(HepG2)
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Figura 9.2

Espectros UV-vis correspondiente al compuesto NO2HTy-E (59) y sus metabolitos
identificados tras incubacién con células coldnicas (Caco-2) y hepdticas (HepG2)



