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El orujo de la uva (grape pomace, GP) es un subproducto de la produccion del vino, rico
en polifenoles tales como (+)-catequina (CAT) y (-)-epicatequina (EPI) con propiedades
vasodilatadoras, antioxidantes y antiagregantes (" que aportan proteccion frente a
patologias cardiovasculares, neurodegenerativas y cdancer entre otras ?. Por ello han
sido importante objeto de estudio, no solo en la profundizacion de los mecanismos
moleculares que estdn detras de su actividad, sino en el desarrollo de nuevos métodos

para su extraccion de partir de subproductos de la industria vinifera®.

El objetivo de este estudio fue la
caracterizacion de la via implicada en la
actividad vasoprotectora de un extracto
enzimdtico del orujo de la uva (GP-EE),
centrdndonos en los dos principales
sistemas enzimadticos relacionados con
la regulacion vascular de O, NADPH
oxidasa (NADPHox) y superéxido
dismutasa (SOD).

GP-EEse obtuvo mediante extracciéon
enzimdtica con endoproteasas a
temperatura (60°C) y pH (pH 8)
controlados. Posteriormente, su
composicién se evalu6 por HPLC-
ESI-MS/MS @. Se realizaron ensayos
de reactividad vascular en aorta de
rata, medida de la produccién de O,-
mediante luminiscencia con lucigenina
y de expresioén proteica mediante WB ©.

Dosis acumulativas de GP-EE, CAT
y EPI indujeron vasodilatacién en
anillos de aorta intactos (Emax:
91.26+6.69 %, 65.45+5.94 % 'y
46.01+9.05 % respectivamente) . En
anillos desprovistos de endotelio la

vasodilatacién fue mucho menor con
todos los compuestos .

ET-1 es un factor derivado de endotelio
capaz de producir vasoconstriccion
y disfuncién endotelial a causa
del incremento en O,  derivado de
la activacion de NADPHox ©. La
vasoconstriccién inducida por ET-1
fue revertida por GP-EE (p<0.001)
pero no por los polifenoles aislados ),
mientras que la disfuncién endotelial
fue restaurada parcialmente por GP-
EE y CAT (resultados no mostrados).
Tanto GP-EE como sus polifenoles
aislados redujeron la produccién de
O, y la expresiéon de la subunidad
p47rhex (p<0.001) inducidas por ET-1,
sin embargo, s6lo GP-EE tuvo efectos
sobre la expresiéon de Nox-1 (p<0.01), lo
que explicaria en parte la inhibicién de
la vasoconstricciéon inducida por ET-1
observada con GP-EE.

La principal enzima antioxidante a nivel
cardiovascular es SOD. Su inhibicién
mediante DETCA aumenté el estrés
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Figura 1: Curvas dosis-respuesta de GP-EE (10+- 3x10"g/L), CAT (9.01x10¢- 2.70x102g/L) y EPI (4.46x10¢- 1.35x102g/L)
en anillos de aorta de rata con (A) y sin endotelio (B) contraidos con Phe 1 mM. ***p<0.001 vs GP-EE, ##p<0.001 vs CAT.
Respuesta a Phe (1 nM - 100 uM) (C) en presencia de ET-1 (10 nM) y GP-EE (3x10-2 g/L), CAT (2.7x10° g/L) o EPI (1.35x10"
3 g/L). **p<0.001 vs CT. Respuesta a ACh (1 nM - 100 uM) (D) en presencia de DETCA (1 mM) y GP-EE (3x102 g/L), CAT
(2.7x10° g/L) o EPI (1.35x102 g/L). ***p<0.001 vs CT y ##p<0.001 vs CAT.

oxidativoyredujolarelajaciénendotelio-
dependiente (p<0.001). Aunque sélo GP-
EE preservé parcialmente la disfuncién
endotelial (p<0.01) ), tanto GP-EE como
sus polifenoles aislados revertieron el
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embargo, inicamente GP-EE previno la
regulacién a la baja de Mn-SODy EC-
SOD inducida por DETCA.
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Figura 2: Efecto de GP-EE (3x102 g/L), CAT (2.70x10 g/L) y EPI (1.35x10- g/L) en presencia de DETCA (1mM) o ET-1

(10 nM) en la produccién de anion superoxido determinada por luminiscencia con lucigenina en ***p<0.001 vs CT,
##<0.001 vs ET-1 o DETCAy *p<0.05 y **p<0.001 vs DETCA+GP-EE.
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transitoria inducida por Phe en un
medio libre de Ca* ni la contraccién
asociada al influjo a través de canales de
Ca* voltaje dependiente . Sin embargo, a
diferencia de CAT y EPI, GP-EE revirtié

voltaje dependiente , indicando que la
contracciéon inducida por ET-1 no estd
relacionada con la sefializacién interna
de Ca*, sino con la reduccién de la
expresion de p47prhox @),

la contraccién inducida por ET-1, tanto
por liberacién de Ca* intracelular como
por el paso a través de canales de Ca*

GP-EE muestra una vasoproteccién mds
potente ademads de acciones adicionales
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Figura 3: Expresion de las subunidades de NADPHox p47°x(A), Nox-1 (B) y de las isoformas de SOD Mn-SOD (C) y EC-SOD (D) en

VSMC tras 2h de incubacién con ET-1 (10 nM) o 30 minutos con DETCA (1 mM) en presencia o ausencia de GP-EE (3x102 g/L), CAT
(2.70x10° g/L) o0 EPI (1.35x10 g/L). *p<0.05 y ***p<0.001 vs CT, ##p<0.001 vs ET-1, *p<0.05 y **p<0.01 vs CT y #p<0.01 vs DETCA.
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no observadas con los polifenoles
aislados, especialmente llamativos en la
vasoconstriccién inducida por ET-1, que
podria estar relacionada con una mayor
reduccién de la expresién p47°7h*y Nox-
1, y en la prevencién de la disfuncién
endotelial inducida por DETCA asfi
como en el bloqueo de la regulacién
a la baja de EC-SOD y Mn-SOD. Los
resultados muestran ademds que CAT es
el principal responsable de la actividad

de GP-EE cuando estd implicado el
endotelio, posiblemente debido a su
mayor presencia en el extracto. Por todo
esto GP-EE se muestra como un posible
suplemento nutricional til en estados
de estrés oxidativo.
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Figura 4: Contraccion inducida _
por Phe o ET-1 en un medio libre Phe ET-1
de calcio 0 2 mM CacCl, en anillos B
sin endotelio incubados o no con ]
GP-EE (3x102 g/L) (A). Trazados
de la contraccién inducida por
ET-1 en un medio libre de calcio 100%
y tras adicion del mismo en
ausencia (B) o presencia de
GP-EE (C). Respuesta contractil e
expresada como porcentaje de la T - T
contraccion inducida por Phe en . - -
presencia de calcio. ***p<0.001 vs Phe 10* mal/lL ETA Call; 2 x 10~ moliL
CT en ausencia de GP-EE. F l l I
Ca** 18x10° Ca*’ OmolL  ©a* 2 x10° moliL
moliL
C)
100% ig

Free
Phe 10°% mol/L GREEET-1 Cacl; 2% 10° moliL

Ca**1.8x107% Ca** Ca** 2 %107 molL

malL 0 molL
BIBLIOGRAFIA
1. Xia, E. Q., Deng, G. F., Guo, Y. J., & Li, H. 4. Rodriguez-Rodriguez, R., Justo, M. L., Claro, 1673-1683.
B. (2010). Biological activities of polyphenols C. M., Vila, E., Parrado, J., Herrera, M. D., & de
from grapes. International Journal of Molecular Sotomayor, M. A. (2012). Endotheliumdepen- 6. Loomis, E. D., Sullivan, J. C., Osmond, D. A,

Sciences, 11, 622—646.

2. Vislocky, L.M., Fernandez, M.L. (2010). Bio-
medical effects of grape products. Nutrition
reviews, 68, 656-670

3. Lorrain, B., Ky, |., Pechamat, L., & Teissedre,
P. L. (2013). Evolution of analysis of polyhenols
from grapes, wines, and extracts. Molecules,
18, 1076-1100.

dent vasodilator and antioxidant properties of a
novel enzymatic extract of grape pomace from
wine industrial waste. Food Chemistry, 135,
1044-1051.

Perez-Ternero, C., Rodriguez-Rodriguez, R.,
Parrado, J., Alvarez de Sotomayor, M. (2013).
Grape pomace enzymatic extract restores vas-
cular dysfunction evoked by endothelin-1 and
DETCA via NADPH oxidase downregulation and
SOD activation. Journal of functional foods, 5 (4),

Pollock, D. M., & Pollock, J. S. (2005). En-
dothelin mediates superoxide production and
vasoconstriction through activation of NADPH
oxidase and uncoupled nitric-oxide synthase
in the rat aorta. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 315, 1058—1064.

Dai, D. Z., & Dai, Y. (2010). Role of endothelin
receptor A and NADPH oxidase in vascular
abnormalities. Journal of Vascular Health and
Risk Management, 6, 787-794.

-276 - | vorumen 11 n°4 | piciemere 2013

ACTUALIDAD EN FARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA



	AFTV11N4-0-1 Portada
	AFTV11N4-0-2 Interior portada
	AFTV11N4-0-3 Sumario
	AFTV11N4-01 edit presidente
	AFTV11N4-02 Edit director
	AFTV11N4-03 Edit invitado
	AFTV11N4-06 actualidad en torno
	AFTV11N4-09 farmacovigilancia
	AFTV11N4-10 Casos farmacoterapicos
	AFTV11N4-12 Consultas terapeuticas
	AFTV11N4-14 Historia de la farmacologia
	AFTV11N4-16 Fronteras
	AFTV11N4-18 Noticias
	AFTV11N4-19 SEF
	AFTV11N4-21 Normas autores
	AFTV11N4-22 Contraportada

