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Resumen

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS 2023), las enfermedades del
sistema cardiovascular son una de las principales causas de muerte en los paises
occidentales. De ellas, la hipertension arterial (HTA) es un factor de riesgo muy
importante para la enfermedad cardiovascular y una preocupaciéon para la salud
publica. Desde hace décadas se han logrado importantes descubrimientos tanto en la
fisiopatologia como en el tratamiento de la hipertensién mediante una panoplia de
fFarmacos entre los que se encuentran los que afectan al sistema renina-angiotensina
(SRAA), los diuréticos, antagonistas a-adrenérgicos y bloqueantes de los canales de
calcio, entre otros (Hall 2024). desde hace afnos, muchos estudios epidemioldgicos
han observado que el uso de alimentos ricos en polifenoles y flavonoides en la dieta
tiene efectos beneficiosos en algunas enfermedades crénicas como la HTA (Garcia-
Estan 2019). En general, a mds ingestién de flavonoides menos propensiéon de
padecer danos cardiovasculares (Atucha 2022; Vargas 2018). Estudios recientes de
nuestro laboratorio (Paredes 2018a y 2018b) han demostrado que algunos
flavonoides tienen un efecto beneficioso como agentes antihipertensivos en varios
modelos animales de HTA. En esta tesis nos propusimos evaluar el efecto de los
extractos de morera Morus alba L. en un modelo de HTA experimental por déficit de

oxido nitrico.

Métodos:

Se han utilizado ratas macho Sprague-Dawley, divididas en grupos control,
hipertensas a las que se les traté con un tratamiento de seis semanas de duraciéon de un

inhibidor de la sintesis de NO (L-NAME) en el agua de bebida, hipertensas tratadas con un



extracto de Morus alba L e hipertensas tratadas simultdneamente con captopril. Después de
seis semanas de tratamiento, se midié presion arterial y funcién renal, ademas de la

funcién vascular endotelial en aortay la funcién de agregacién plaquetaria.

Resultados:

Los experimentos han mostrado que el extracto de Morus alba L es seguro para
su uso en animales. Previene el desarrollo de la hipertensidon arterial por déficit de
oxido nitrico, aunque sin normalizarla completamente. Igualmente reduce la excesiva
respuesta vasoconstrictora a fenilefrina en anillos aérticos y mejora la vasodilatacién
a acetilcolina, ambos efectos dependientes del aumento de la produccién de éxido
nitrico. Ademads, el extracto de Morus alba L redujo la mayor agregacién plaquetaria a
ADP y coldgeno de los animales hipertensos, aunque sin llegar a normalizarla.
Igualmente, el extracto mejoré las alteraciones morfoldgicas renales de los animales

hipertensos.

Conclusiones:

El extracto de Morus alba L tiene efecto antihipertensor, mejora la reactividad
vascular, la agregacion plaquetaria y las alteraciones morfolégicas renales en un
modelo de hipertension arterial por déficit de éxido nitrico. Estos efectos estan

relacionados con un aumento de los efectos del 6xido nitrico.

Palabras clave: hipertensién arterial, éxido nitrico, L-NAME, Morus alba L,

reactividad vascular, agregacién plaquetaria.



Abstract

According to the World Health Organization (WHO 2023), cardiovascular
diseases are one of the main causes of death in Western countries. Of these, arterial
hypertension (HTN) is a very important risk factor for cardiovascular disease and has
long been a global public health problem. For decades, important discoveries have
been made both in the pathophysiology and in the treatment of hypertension
through a range of drugs including those that affect the renin-angiotensin system
(RAAS), diuretics, a-adrenergic antagonists and calcium channel blockers, among
others (Hall 2024). For years, many epidemiological studies have observed that the
use of foods rich in polyphenols and flavonoids in the diet has beneficial effects on
some chronic diseases such as HTN (Garcia-Estan 2019). In general, a higher intake of
fFlavonoids is associated with a lower risk of cardiovascular disease (Atucha 2022;
Vargas 2018). Recent studies from our laboratory (Paredes 2018a and 2018b) have
shown that some flavonoids have a beneficial effect as antihypertensive agents in
several animal models of hypertension. The main objective of this thesis was to
evaluate the effect of mulberry extracts Morus alba L. in an experimental

hypertension model due to nitric oxide deficiency.
Methods:

Male Sprague-Dawley rats were used, divided into control groups,
hypertensive rats treated with a six-week treatment of an inhibitor of NO synthesis
(L-NAME) in the drinking water, hypertensive rats treated with an extract of Morus

alba L. and hypertensive rats treated simultaneously with captopril. After six weeks of



treatment, blood pressure and renal function were measured, as well as endothelial

vascular function in the aorta and platelet aggregation function.

Results:

Experiments have shown that Morus alba L extract is safe for use in animals. It
prevents the development of arterial hypertension due to nitric oxide deficiency,
although it does not completely normalize it. It also reduces the excessive
vasoconstrictive response to phenylephrine in aortic rings and improves vasodilation
to acetylcholine, both effects dependent on the increase in nitric oxide production. In
addition, Morus alba L extract reduced the increased platelet aggregation to ADP and
collagen in hypertensive animals, although it did not normalize it. Likewise, the

extract improved the renal morphological alterations in hypertensive animals.

Conclusions:

Morus alba L extract has an antihypertensive effect, improves vascular
reactivity, platelet aggregation and renal morphological alterations in a model of
arterial hypertension due to nitric oxide deficiency. These effects are related to an

increase in the effects of nitric oxide.

Keywords: arterial hypertension, nitric oxide, L-NAME, Morus alba L, vascular

reactivity, platelet aggregation.
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Introduccion

Las plantas medicinales se han usado y se usan ampliamente como tratamiento
terapéutico, gracias a su bajo coste y facil acceso. La morera (Morus alba L), que tiene
su origen en Asia, es una de estas especies. El cultivo de morera se usa
tradicionalmente como planta medicinal en Asia, aunque durante mucho tiempo su
cultivo era necesario para servir como alimento a los gusanos de seda (Bombix mori).
Con la aparicién de los tejidos sintéticos, su cultivo caydé en desuso, aunque su uso
medicinal continle. Las especies de Morus son ricas en compuestos fenélicos,
flavonoides y antocianinas, que actdan como antioxidantes y promueven efectos
beneficiosos en la salud. Estos compuestos fitoquimicos difieren entre las especies
de morera, aunque las moléculas de interés estan presentes en toda la planta, hojas,
tallos, corteza y raiz. Ademas de la utilidad del arbol de la morera en si y el
aprovechamiento de su excelente madera, en la actualidad existe un gran interés por
su uso en la alimentacion humana y animal, ademds de su posible uso terapéutico
(Rodrigues 2019).

En Murcia, la Real Orden del 3 de mayo de 1892 dio origen a la Estacion
Sericicola de Murcia, que se encargd de difundir los avances agrondémicos
relacionados con la cria del gusano de seda y de la morera. Esto permitié a los
productores de seda acceder a variedades nuevas de moreras y gusanos que
mejoraban la producciéon y eran mas saludables. Murcia se consolidé como un
importante nlcleo para la produccidon y distribucién de plantas de morera,
manteniendo sus instalaciones en a antigua Estacién hasta mediados del siglo XX.
Hoy, esta antigua Estacion Sericicola alberga el Instituto Murciano de Investigaciony

Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA). La cria del gusano de seda fue el motor
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principal detrds de las actividades de conservacién, reproduccion, investigaciéon y
divulgacién relacionadas con la seda. El Banco de Germoplasma del IMIDA resguarda
36 clones de moreras del género Morus, de los cuales 23 son variedades locales o
autdctonas de Murcia. Se identifican cuatro especies: Morus alba, Morus nigra, Morus
indicay Morus multicaulis, siendo la mayoria de los clones de la morera blanca (Morus
alba), originaria de Asia, Europa y América del Norte. Tradicionalmente, la
reproduccion de esta especie en el IMIDA se realizaba por semilla, con el objetivo de
producir hojas para alimentar al gusano de seda. Esto permitié la seleccién mediante
hibridos Fértiles de variedades que aumentaban la supervivencia del gusano de seda.
Puede que estas variedades seleccionadas tengan en sus hojas una mezcla de
polifenoles mas potente para su uso médico. La conservacién de variedades o clones
con caracteristicas deseables para la hoja, alimentacién, productos farmacéuticos,
fruto o madera, se realiza mediante la utilizacion de esquejes semilenosos con ayuda
de hormonas que facilitan el enraizamiento. Esto permite que, una vez seleccionado
el clon con las caracteristicas medicinales buscadas, se puedan cultivar arboles con
caracteristicas y composicion fitoquimica semejante, que asegure su efecto
funcional.

Polifenoles, antocianinas y flavonoides son los componentes de interés del
género Morus. Los polifenoles desempenan papeles clave en el crecimiento, la
regulaciéon y la estructura de las plantas y varian ampliamente dentro de las
diferentes plantas. Estas moléculas son metabolitos secundarios de las plantas y
generalmente estan involucradas en la defensa contra la radiacién ultravioleta o la
agresion de los patégenos. Estos compuestos se clasifican en acidos fenélicos,

flavonoides, estilbenos y lignanos. Los flavonoides son compuestos que las plantas
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generan como metabolitos secundarios y desempenan multiples funciones, como la
accion antifungica y bactericida, la quelacién de metales, la proteccién contra la
radiacion ultravioleta, asi como su papel en la coloracién y el control de auxinas,
ademas de regular el crecimiento y la diferenciacién. El cuerpo humano no puede
producir estas sustancias, por lo que deben obtenerse de la alimentaciéon o en forma
de suplementos. Se distribuyen ampliamente en plantas, frutas, verduras, diversas
bebidas y complementos alimenticios y hoy representan un componente sustancial
de la dieta humana. En general, se han descrito multitud de efectos farmacolégicos
de interés en patologia humana, como los efectos antioxidantes y promotores de la
salud cardiovascular y metabdlica. Asi, se ha descrito que los flavonoides mejoran la
funcién endotelial al aumentar la liberaciéon de sustancias vasodilatadoras como el
oxido nitrico (NO) e inhibir la produccién de sustancias proinflamatorias. También
estimulan a diuresis y natriuresis, lo que puede contribuir a su efecto

antihipertensivo, al disminuir el volumen plasmatico.

Resultados previos en relacion con el extracto y variedad de morera.

La coleccién de germoplasma del IMIDA es la mas completa de Espana. En este
contexto, el equipo de Biotecnologia del IMIDA conduce un proyecto en el que se
estan caracterizando las 36 variedades de morera. Asi, se han llevado a cabo varios
estudios para caracterizar el potencial de las diferentes variedades de Morus alba L de
la coleccién, que se obtuvieron en el pasado por hibridacién para la cria del gusano de
seda. Se ha comenzado por analizar el efecto antioxidante de unos 20 extractos
etandlicos de hoja en el modelo preclinico de Caenorhabditis elegans (C. elegans). En

este estudio se midié la capacidad de supervivencia tras la aplicacién de un estrés
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oxidativo agudo en gusanos alimentados con los extractos a dosis crecientes. Todos
los extractos analizados presentaron actividad antioxidante significativa en el
modelo in vivo de C. elegans. Cuatro extractos destacaron por su potencial
antioxidante (los llamaremos a partir de ahora extracto A, B, Cy D), siendo el extracto
D, el mas antioxidante de todos e incluso mds que el control de acido ascérbico. La
dosis 6ptima fue de 100 mg/mL. Posteriormente, se compararon extractos etandlicos
de las cuatro variedades de morera mas antioxidantes (extracto A, B, Cy D), en un
modelo de ratones obesos. A los ratones obesos se les dié una dieta rica en grasas
suplementada con los extractos de morera, y a las 5 semanas se les sacrificd y se
analizaron diferentes pardmetros metabdlicos. Aunque todos los extractos fueron
efectivos, de nuevo con el extracto D se obtuvieron los mejores resultados. Podemos
destacar una mejora en la respuesta a una sobrecarga de glucosa, disminucién del
porcentaje de grasa abdominaly cutdnea, disminucion de los triglicéridos plasmaticos
y disminucién de los marcadores de inflamacién en higado (Leyva-Jiménez 2020). Los
4 extractos utilizados en el modelo animal de obesidad se analizaron por HPLC, para
medir las cantidades de polifenoles del extracto de cada variedad de morera. Se
observé que todos contenian una cantidad importante de polifenoles, variando la
cantidad en cada uno de ellos. Se detectaron, entre otros, dcidos benzoicos, acidos
cindmicos, flavonoides (quercetina, rutina) y acidos grasos como el linoléico. El
extracto D, con los mejores resultados en el modelo de ratén obeso, no destacd por
tener mayor cantidad de ninguno de los polifenoles identificados. Eso hizo pensar
que es la interaccion de varios de ellos la que produce el efecto positivo, no uno en

particular.

14



En este trabajo nos propusimos estudiar el efecto del extracto especifico de
morera del IMIDA, en otras funciones fundamentales para prevenir la enfermedad
cardiovascular, como la presién arterial, la funcién vascular, la funcién renal y la

agregacion plaquetaria.

Enfermedades cardiovasculares e hipertension arterial.

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las principales causas de muerte
en todo el mundo, especialmente en la sociedad occidental. Muchos trabajos
epidemiolégicos han encontrado una relacién inversa entre la ingestidon de
flavonoides y la mortalidad por ECV (Hooper et al 2008; Ried et al 2012). El efecto
antioxidante de los flavonoides es uno de los principales mecanismos de accién de los
flavonoides y otros polifenoles. Existen fuertes evidencias, en modelos
experimentales /n vitro y en animales de experimentacién, de que algunos
flavonoidesinducen efectos vasodilatadores que mejoran la disfuncién endotelial y la
resistencia a la insulina, ejercen efectos antiagregantes y ateroprotectores de las
plaquetas y reducen la presion arterial (Jiménez 2012; Garcia-Estan 2019; Atucha
2022). A pesar de interactuar con multiples objetivos, los flavonoides son muy
segurosy esto es de gran importancia para su uso en humanos.

La hipertension arterial estd asociada a la disfuncién renal y es una de las
causas mas frecuentes de enfermedad renal en el mundo desarrollado. Un objetivo
importante en el tratamiento de la hipertensién, junto con la reduccién de la presién
arterial, es la proteccién renal (Hall 2024). El efecto antihipertensivo y protector renal
de algunos flavonoides (quercetina, rutina) y polifenoles se atribuye a sus

propiedades antioxidantes, sobre todo, aunque se han descrito otros mecanismos
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como un aumento de la produccién de 6éxido nitrico (NO), inhibicién de la inflamacién

o disminucién de las actividades de kinasas renales (Vargas 2018).

Modelos experimentales de hipertension arterial.

El modelo de hipertensién por tratamiento crénico con L-NAME es un modelo
frecuentemente usado para el estudio de la disfuncién endotelial y para analizar el
papel del NO en el control de la presién arterial. En ratas tratadas crénicamente con L-
NAME (un inhibidor de la sintesis de NO) se produce hipertensién, disfuncion
endotelial, activacion del sistema renina-angiotensina (SRA) y aumento del estrés
oxidativo (Garcia-Estan 2006; Alcaraz 2007). Este modelo se acompana de
remodelado vascular, muy evidente en el corazén, en los vasos de conduccién y de
resistencia. Asi, se ha descrito hipertrofia ventricular, fibrosis miocardica,
engrosamiento de la pared aértica y remodelado de los vasos mesentéricos (Paredes
2018a; 2018b). Recientemente, se ha descrito disminucién de la expresién proteica
de la enzima constitutiva de la NOS en vasos sanguineos y disminucién de los niveles
plasmaticos de NO, contribuyendo probablemente a una vasodilatacién disminuida,
un aumento de la resistencia vascular y una mayor presién arterial. También se ha
descrito en ratas L-NAME un aumento de los niveles de los marcadores de estrés
oxidativo, incluyendo peroxinitritos, un potente oxidante de los sistemas biolégicos,
que produce alteracion de la respuesta vasoactiva a los vasodilatadores (Alcaraz
2007). Los productos derivados del estrés oxidativo no sélo descienden la
biodisponibilidad del NO, alterando la relajacién vascular, sino que también producen
mayores niveles de superéxido (O;), un vasoconstrictor, en vez del vasodilatador NO.

Ademads del aumento de O en tejidos vasculares, también se ha encontrado un
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aumento de uno de los principales productos de la peroxidacién lipidica, como es el
malondialdehido (MDA) y ambos se han relacionado con la activacién del SRA que se
produce en este modelo.

En un estudio previo de nuestro grupo (Paredes 2018a) en el modelo L-NAME
de hipertensién arterial, mostramos que algunos flavonoides, especialmente la
apigenina, eran efectivos para reducir la presién arterial elevada asociada al déficit
cronico de NO. Una importante caracteristica de este estudio, es que usamos una
dosis baja, lejos de la usada normalmente para estudios animales o humanos, elegida
en base a un futuro uso comercial en humanos. Nuestros resultados indicaron que,
como en otros estudios previos, el efecto antihipertensivo se debié tanto a efectos
vasodilatadores como antioxidantes. Asi, estos flavonoides (alguno de ellos ya
presentes en el mercado en forma de suplementos nutricionales) podrian ser Gtiles
como ingredientes de comidas funcionales. Sin embargo, en el modelo de
hipertension espontdnea, el modelo SHR, estos mismos flavonoides tuvieron un
efecto moderado, produciéndose sobre todo en etapas tempranas de la
hipertension, pero no cuando la HTA estd instaurada (Paredes 2018b). En cualquier
caso, ambos estudios sugieren que los efectos de estos flavonoides pueden estar
relacionados con una combinacién de mecanismos antioxidantes y vasodilatadores.
La diferencia de efecto entre ambos modelos es importante, resaltando la
importancia de utilizar mas de un modelo de hipertensién experimental para poder
valorar los efectos cardiovasculares de los extractos.

Algunos, pocos, estudios publicados hablan en favor del beneficio de los
extractos de Morus que acabamos de comentar. Asi, se ha descrito que el extracto

etandlico de Morus alba, en un efecto dependiente de la dosis, reduce la presion
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arterial en animales SHR (Park 2019), al parecer por un efecto sobre el remodelado
vascular. Ni el 6xido nitrico, ni la funcién renal ni la reactividad vascular fueron
estudiados aqui. Sin embargo, en otro estudio, los efectos sobre el NO del extracto de
Morus han sido analizados en ratones deficientes en la sintasa de NO con resultados
negativos (Carrizo 2016). En otros estudios, en diabetes mellitus, se ha descrito la
mejora de la vasodilatacion in vitro (Naowaboot 2009) o la inhibicion del enzima de
conversion de la angiotensina o la activacion del GABA (un neurotransmisor inhibidor)
como posibles razones del efecto antihipertensor transitorio en animales con

hipertension SHR (Yang 2012).

Funcion renal.

Muchos de los polifenoles también ejercen acciones renoprotectoras que
pueden ser de interés en enfermedades como la glomerulonefritis, la nefropatia
diabética y la insuficiencia renal inducida quimicamente (Vargas 2018). Ademds de
afectar a varias funciones renales que promueven la excrecién de agua y sodio, lo que
pueden contribuir a su conocido efecto antihipertensivo. Los flavonoides previenen
el dano renal asociado con la hipertensién arterial, tanto disminuyendo la presion
arterial lo que en si reduce la carga hemodindmica sobre el rinén, como actuando
directamente sobre el parénquima renal. Se ha visto que muchos de estos efectos
tienen que ver con multiples vias de senalizacion que se sabe que producen dano
renal y, ademds, son independientes de sus efectos hipotensores (Estruch 2013;
Sebastian 2017). Estas sustancias también atenuan la funcién de barrera endotelial
renal alterada por la hiperglucemia, la excrecién de microalbUmina urinaria y la

hiperfiltracién glomerular que resulta de una reduccién de la lesién por podocitos, un
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factor determinante para la albuminuria en la nefropatia diabética. Varios
flavonoides han mostrado efectos protectores renales contra muchos agentes
nefrotéxicos que con frecuencia causan dano renal agudo (IRA) o enfermedad renal
croénica (ERC), como LPS, gentamicina, alcohol, nicotina, plomo o cadmio. Los
flavonoides también mejoran el dano renal inducido por cisplatino o metotrexato, lo
que demuestra acciones importantes en la quimioterapia, los efectos
anticancerigenos y renoprotectores (Vargas 2018). También se ha observado un
efecto profildctico beneficioso de los flavonoides contra la IRA inducida por
procedimientos quirdrgicos como la isquemia/reperfusion o el bypass
cardiopulmonar. En varios modelos murinos de ERC, la funcién renal alterada mejord
significativamente mediante la administracién de flavonoides de diferentes fuentes,
solos o en combinacidon con células madre. En humanos, se descubrié que los
flavanoles de cacao tienen efectos vasculoprotectores en pacientes en hemodialisis.
Ademas, los flavonoides desarrollan actividad antitumoral contra las células de
carcinoma renal sin efectos téxicos en las células normales, lo que sugiere un posible

papel terapéutico en pacientes con carcinoma renal (Vargas 2018).

Hemostasia.

Los trastornos trombaticos se caracterizan por un aumento en la probabilidad
de la formacién de trombos innecesarios que podrian deberse a la activacién de la
cascada de coagulacién o las plaquetas circulantes. Las plaquetas o los trombocitos
juegan un papel esencial en la hemostasia, pero la funcién anormal de las plaquetas
conduce al desarrollo de una serie de complicaciones cardiovasculares, incluidos los

trastornos trombdticos. En condiciones patoldgicas, las plaquetas se asocian con el
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desarrollo de diferentes trastornos trombodticos, que incluyen aterosclerosis,
trombosis arterial y accidente cerebrovascular, trombosis venosa profunday embolia
pulmonar; por lo tanto, las plaguetas son el objetivo de una serie de estrategias
antitrombodticas. Los flavonoides, un gran grupo de polifenoles expresados
ubicuamente en frutasy verduras, han atraido una atencién considerable debido a sus
beneficios para la salud humana, incluida la reduccién del riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Sdnchez 2018). Se ha descrito que los flavonoides reducen la
actividad plaquetaria al atenuar la activacién del receptor GPIIb-llla inducido por el
agonista, la movilizaciéon de Ca** libre intracelular, la exocitosis de granulos, asi como
la activacién de diferentes moléculas de senalizacién, como las proteinas quinasas o
fosfolipasas activadas por mitégeno (Lépez 2018).

Como se ha comentado, el género Morus ha sido usado tradicionalmente en
China, Corea, Japén y otros paises asidticos como infusién (“herbal tea”) y como
hierba medicinal. Se han descrito efectos antiarterioscléréticos, antihipertensivos,
antiobesidad, antidiabéticos, protectores hepaticos, entre otros (Thaipitakwong
2018). Menos estudiado es su efecto antitrombético, sobre todo en extractos de
hoja, donde solamente se ha publicado un estudio describiendo el efecto agudo in
vitro de un extracto etanélico. Estos autores encuentran que la preincubacién con el
extracto in vitro en plaquetas lavadas, produce una inhibicién de la agregacién en
respuesta a coldgeno (Kim 2014). Hasta donde nosotros conocemos, no hay estudios
publicados sobre el efecto de la administraciéon de extractos de Morus alba sobre la
Funcién plaquetaria y la hemostasia sanguinea.

En este estudio, nos planteamos poner de manifiesto las propiedades

cardiovasculares, renales y antiagregantes de extractos de morera, en un modelo de
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hipertension arterial experimental, por déficit de éxido nitrico, que permita dilucidar
un posible papel protector de la morera frente a las enfermedades cardiovasculares,
como posible ingrediente funcional tanto en la prevencién como en el tratamiento de

las enfermedades cardiovasculares.

Modelos experimentales de hipertension arterial

Para comprender la patogenia de la hipertensiéon arterial (HTA), los
investigadores han utilizado diversos modelos animales, tanto genéticos como
inducidos, que simulan la hipertensiéon experimental (Dornas 2011). Estos modelos
presentan muchas similitudes con la enfermedad en humanos, lo que facilita el
andlisis de los factores que contribuyen a su desarrollo y mantenimiento. Su
relevancia radica en que permiten investigar las causas y los mecanismos que
provocan la progresion de la enfermedad. Ademads, son de gran utilidad para el

andlisis de posibles intervenciones terapéuticas de interés (Lahera 1997).

Modelo de hipertension L-NAME

En este modelo de HTA, se inhibe la produccién de NO mediante el uso de un
inhibidor de su sintesis como el L-NAME o el L-NNA (Fortepiani 1999ay b; Garcia-Estan
1999), drogas que actldan sobre la sintasa de NO (NOS). El mas usado es el L-NAME (L-
NG-Nitroarginina metil éster), una droga no selectiva que induce una importante
elevacion de la PA, ademas de otras importantes alteraciones de la funcién
cardiovascular y renal. Entre estas caracteristicas, se incluyen la vasoconstriccion
renal, la disminucién del filtrado glomerular, una reduccién en la respuesta excretora

a variaciones en la presion de perfusién renal (conocido como el mecanismo de
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diuresis y natriuresis de presién), asi como una mayor retencién de agua y sodio

(Lahera 1997; Garcia-Estan 1999; Fortepiani 1999ay b).

Los mecanismos que provocan la disfuncién renal en la hipertensién L-NAME
aun no son conocidos completamente. Sin embargo, se sabe que el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) desempena un papel fundamental (Garcia-Estan
1999) en la hipertensién y en la disfuncién renal y sistémica tras la disminucién de la
produccién de o6xido nitrico (NO). Esta relacién parece ser dependiente de la
angiotensina Il (Ang-ll) actuando en receptores AT1 (Lahera 1997; Garcia-Estan 1999;
Fortepiani 1999a). Experimentos han mostrado que el uso crénico de bloqueadores
de estos receptores puede prevenir la vasoconstriccién renal y disminuir la presién
arterial elevada. Sin embargo, algunas alteraciones, como la reduccién del flujo
sanguineo papilar renal que caracteriza a este modelo, no se revertirdn

completamente (Ortiz 1998; Jover 2001).

La hipertension inducida por L-NAME puede ser revertida mediante el uso de
antagonistas de calcio, que bloquean la vasoconstriccion provocada por la
angiotensina Il. Se ha observado que los calcio antagonistas T son mas efectivos que
los L para reducir la resistencia preglomerular, también por la inhibicién de la enzima
de conversién de la angiotensina (ECA) o por un antagonista de los receptores a1-
adrenérgicos, como el prazosin (Kung 1995). Por otro lado, Biancardi y cols (2007),
demostraron que en la vasoconstriccion en respuesta a L-NAME también contribuye
un mayor tono simpdtico, que juega un destacado papel en el inicio y en el

mantenimiento de la hipertensién.
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Las alteraciones en la funcién vascular en arterias de conduccién, como la
aorta, son significativas en este modelo de hipertensién. La administracion crénica de
L-NAME incrementa la reactividad vascular de la aorta ante vasoconstrictores, inhibe
la vasodilatacién inducida por acetilcolina y reduce los niveles de GMPc, que actua

como efector del éxido nitrico (Bund 2003; Luscher 1992; Intengan 2000).

Esta vasoconstriccién periférica y la resultante elevacién de las resistencia
vasculares periféricas se ha relacionado también con un aumento del estrés oxidativo
(EO) y mds potente sefnal de calcio en experimentos realizados con células del
musculo liso (Romero 1999; Forstermann 2010). Finalmente, es importante destacar
que la hipertensién inducida por L-NAME es de gran relevancia, ya que permite
investigar qué ocurre tras una deficiencia crénica de NO. La disfuncién vascular
asociada se usa como modelo de enfermedad vascular (Puddu 2000; Triggle 2012).
Asimismo, es Util para estudiar las lesiones renales, que son muy parecidas a las que se

observan en la hipertensién en humanos.

También se ha visto que entre los flavonoides, la quercetina ejerce un efecto
antihipertensor en la hipertensién inducida por L-NAME, aunque esta eficacia no ha

sido confirmada en todos los estudios (Duarte 2002; Paredes 2018a).

Oxido nitrico (NO).

El Premio Nobel de Medicina y Fisiologia 1998 fue para Furchgott, Ignarro y
Murad por el descubrimiento del éxido nitrico (NO), una pequeina molécula que
revoluciond la medicina. Su gran capacidad de difusién le permite ser un segundo
mensajero en la comunicacién intercelular. Asi, el NO producido por todo tipo de

células (endoteliales, neuronas o inflamatorias) modula las funciones de las células
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diana (Moncada 1988; Moncada 1991). El efecto se realiza activando la enzima GMP
ciclico sintasa, lo que aumenta el GMP ciclico que introduce el calcio hacia el interior
de los almacenes (reticulo sarcopldsmico) del musculo liso vascular, con la
consiguiente relajacién vasculary por lo tanto, vasodilatacién (Medina 2004; Muscara
1999). ELNO se forma desde el aminoacido L-arginina que se convierte en L-citrulinay
NO. El enzima es la sintasa de NO (NOS, nitric oxide synthase) (Alderton 2001) y
necesita calmodulina (CaM). La sintesis de NO se inhibe por sustancias

estructuralmente similares a L-arginina, como el L-NAME o el L-NMMA.

El 6xido nitrico (NO) desempena un papel crucial en la regulacién de la funciéon
renal, tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas. El 6xido nitrico se libera
continuamente en el glomérulo renal, donde regula el tono de sus arteriolas y |a
contracciéon en las células mesangiales (Bachman 1994). Ademas, sus funciones
incluyen la modulacién de la reactividad vascular, la hemodindmica renal, la
regulaciéon de la secrecidn intrarenal de rening, la inhibicion de la reabsorcién tubular
de sodio, el control de la irrigacién medular y la participacién en el mecanismo de
diuresis de presion (Reid 1992; Garcia-Estan 1999). El efecto global del 6xido nitrico
(NO) en el rindén consiste en la excrecién de agua y sodio, siendo fundamental para
poder adaptarse a las variaciones en la ingesta de sal. Por lo tanto, los defectos en la
homeostasis del NO pueden llevar a un aumento en la retencién de agua y sodio,

provocando una retencién de volumen (Mount 2006).
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Estrés oxidativo (EO)

Las estructuras bioldgicas requieren oxigeno para cubrir sus necesidades
energéticas, lo que genera radicales libres. En bajas concentraciones, estos radicales
pueden desempenar funciones fisioldgicas, pero su acumulacién excesiva puede
provocar dano celular si no se neutralzian por los sistemas antioxidantes generales. El
EO se define como un desajuste del estado redox celular. Este desajuste puede ser
causado tanto por por fallos en los mecanismos antioxidantes como por una
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS son compuestos
quimicos que contienen oxigenoy se caracterizan por su alta reactividad. Cuando sus
niveles aumentan, pueden interactuar con proteinas, ADN, lipidos de membrana y
otras moléculas, causando danos celulares significativos y generando mas radicales

reactivos (Wilcox 2002).

A bajas concentraciones, las especies reactivas de oxigeno (ROS) actan como
mensajeros secundarios que regulan procesos bioldgicos al modular enzimas,
proteinasy moléculas de senalizacién intracelular (Bedard 2007). Numerosas de estas
especies son radicales libres, entre las que se encuentra el anién superéxido (02-.), el
oxido nitrico (NO), el radical hidroxilo (HO.) y los radicales lipidicos, debido a su
contenido de electrones desapareados. Otras moléculas, como el peréxido de
hidrégeno (H202), el peroxinitrito (ONOO-) y el 4cido hipocloroso (HOCI), aunque no
son radicales libres, pueden transformarse facilmente en ellos. Las especies reactivas
de nitrégeno (ERNs) incluyen compuestos como el NO (Bedard 2007). La interaccién
entre el superéxido y el NO genera peroxinitrito, lo que inactiva el NO y suprime su
funcién bioldgica. Este fenémeno es mds probable cuando hay altos niveles de

superdxido y 6xido nitrico, junto con una disminucién en la actividad antioxidante. El
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peroxinitrito puede generar F2-isoprostanos, que tienen propiedades
vasoconstrictoras y antinatriuréticas (Matés 1999). Ademas, el peroxinitrito puede
cruzar las membranas celulares, provocando la oxidacion de lipidos y proteinas, lo que

contribuye al dano celular.

En situaciones de isquemia cerebral, la falta de oxigeno en el cerebro
promueve la formacién de peroxinitrito al restablecerse el flujo sanguineo,
contribuyendo al dano neuronal. Este también afecta a las mitocondrias, alterando la
respiracion celular, reduciendo la produccién energética y afectando al metabolismo
calcio fosfato, lo que eventualmente desencadena la apoptosis (Lum 2001; Yung
2006). ELH202 regula el tono vascular, provocando contraccién o relajacién segdn el
tipo de vaso sanguineo y las condiciones, y puede afectar la funcién endotelial y la
permeabilidad de las células endoteliales (Redén 2003; Zalba 2001). El radical
hidroxilo es extremadamente reactivo y practicamente no se difunde porque
reacciona de inmediato con cualquier compuesto en su entorno. En general, los
radicales libres pueden interactuar con casi todas las moléculas, incluyendo por

supuesto el NO (Escobales 2005; Xu 2006; Touyz 2004; Heistad 2006).

Estrés oxidativo e hipertension arterial

ELEO, caracterizado por un aumento excesivo de especies reactivas de oxigeno
(ROS) que sobrepasa la capacidad del sistema antioxidante, estd implicado en la
patofisiologia de varias enfermedades que afectan al rinén y al sistema
cardiovascular, como la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la enfermedad
aterosclerética, y la insuficiencia cardiaca (Escobales 2005; Montezano 2012;

Papageorgiou 2013). Elincremento de la producciéon de ROS en los vasos sanguineos,
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particularmente del aniéon superdxido, juega un papel clave en las alteraciones
asociadas con la HTA, disminuyendo la biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO). Esto
ocurre porque el superéxido se combina con el NO formando peroxinitrito, el cual
oxida el 4cido araquiddénico, generando F-2 isoprostanos que actan como potentes
vasoconstrictores y antinatriuréticos. Ademads, el aumento de la produccién de
superéxido en los vasos sanguineos perjudica la funcién endotelial y la capacidad de
relajacion dependiente del endotelio, lo cual es una caracteristica tipica de la

hipertension arterial (Zalba 2001; Redén 2003).

El estrés oxidativo (EO) también contribuye al aumento de la permeabilidad
del endotelio vascular y favorece la adhesién de leucocitos, ademas de estimular la
expresion de factores angiogénicos como el VEGF (Berry 2000). Las especies reactivas
de oxigeno (ROS), asimismo, incrementan los niveles de calcio intracelular libre, lo
que desempena un papelimportante en la alteraciéon de la contractilidad vascular que

caracteriza a la hipertension.

En el contexto de la hipertensiéon arterial, el EO estd involucrado en la
patogénesis de diversas formas de esta enfermedad. Estudios en pacientes con
distintos tipos de hipertension han mostrado un aumento de ROS, aunque su papel
exacto en la hipertensién no se comprende completamente. Algunos debaten si la

reduccién de la antioxidacién es causa o consecuencia del EO (Inagi 2006; Crimi 2007).

La mayor parte de los estudios sobre como afecta el EO en las enfermedades
cardiovasculares se enfocan en los mecanismos vasomotores que dependen del
oxido nitrico en el endotelio. Sin embargo, otras areas menos investigadas incluyen el

papel del EO en la funcién endotelial dependiente, los mecanismos antitrombdticos,
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la regulacién vasomotora que no es dependiente del NO (incluyendo sus efectos en

los canales de potasio).

Flavonoides

El nombre de los flavonoides proviene del latin flavus (amarillo), y son la
subclase mds abundante de polifenoles en el reino vegetal. Fueron identificados por
un cientifico hingaro llamado Albert Szent-Gyorgyi, galardonado con el Premio
Nobel de Fisiologia y Medicina en el afo 1937. Szent-Gyorgyi aislé una sustancia
llamada citrina de la cdscara de limén, demostrando que su consumo ayudaba a
regular la permeabilidad capilar. A esta sustancia y a compuestos similares los
denomind "vitamina P" debido a su relacién con la permeabilidad. Més tarde, se
evidenci® que estos mismos compuestos también presentaban caracteristicas
andlogas a la vitamina C, mejorando su proceso de absorcién y protegiéndola de la
oxidacion, lo que llevé a que fueran referidos como vitamina C2. Sin embargo,
investigaciones posteriores no lograron verificar que los flavonoides fueran

verdaderas vitaminas, y estas nomenclaturas fueron descontinuadas hacia 1950.

Elinterés por el estudio de los flavonoides disminuyé durante los anos 40, pero
resurgi6 décadas mas tarde, especialmente en los afnos 90, cuando estudios
epidemioldgicos sugirieron que un mayor consumo de flavonoides estaba asociado
con una menor incidencia de cancer y enfermedades cardiovasculares (Tapas 2008;

Quinones 2012).

Los flavonoides son un amplio grupo de metabolitos secundarios que se
encuentran en diversas plantas, incluidas aquellas destinadas al consumo humano.

Estos compuestos se producen a partir de los constituyentes quimicos bdsicos,
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aunque no parecen ser esenciales para la vida (Garcia-Estan 2019). A pesar de esto,
desempenan un papel importante tanto en el dmbito fisiolégico como en el
ecoldgico, y ademds son de gran interés comercial por sus multiples aplicaciones en
las industrias alimentaria y farmacéutica (Tapas 2008; Middleton 2000; Ross 2002).
Los flavonoides han captado la atencién de nutricionistas y farmacélogos por varias

razones:

e Suabundanciay niveles en verduray frutas contribuyen significativamente a

los beneficios saludables de estos alimentos.

e Alimentos entre los que se incluyen los citricos, el té, el vino y el chocolate
negro son especialmente ricos en flavonoides y se conocen bien sus efectos

beneficiosos sobre la salud cardiovascular.

e Varias plantas medicinales, que se ha visto que son abundantes en flavonoides,
se han utilizado a lo largo de la historia y contindan siendo consideradas como

alternativas potenciales a la medicina convencional.

e Numerosos extractos de alimentos y plantas ricos en flavonoides (como el
vino, el té y los citricos) se distribuyen como suplementos nutricionales. La
diosmina y la querceting, flavonoides de los mas usados, se encuentran en
ciertos paises disponibles como complementos nutricionales, productos de

venta libre e incluso en formulaciones farmacéuticas.

e Estos compuestos rara vez causan efectos secundarios y, en dosis altas, tienen

una vida media relativamente larga (Paredes 2005).
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Los flavonoides se sintetizan en las plantas a partir de los aminodcidos tirosina
y fenilalanina. Este proceso tiene lugar durante la fotosintesis, donde facilitan el
trasporte de electrones (Raj 2001). De acuerdo con sus propiedades estructurales,

podemos dividir a los flavonoides (Garcia-Estan 2001):

1) Flavanonas: compuestos como hesperiding, naringina, naringenina vy
eriodictiol. Se hallan en grandes concentraciones en ciertas plantas aromaticas, como

la mentay en los citricos.

2) Flavonas: incluyen diosmetina, apigening, luteolina y tangeretina. Perejil y

apio son las principales fuentes comestibles de flavonas.

3) Flavonoles: como quercetina y kaempferol. Las frutas y las verduras son las

fuentes principales, aunque también las podemos encontrar en el vino y en el té.

4) Flavanoles o flavan-3-oles: ejemplos son las catequinas y epicatequinas.

Estos pueden encontrarse como mondémeros (catequinas), dimeros condensados,
oligdmeros (procianidinas) o como polimeros (proantocianidinas o taninos
condensados). Las principales fuentes alimenticias de catequinas incluyen el

chocolate, el té y el vino.

5) Antocianinas: como cianidina, delfinidina y malvidina. Son compuestos

solubles en agua y altamente pigmentados que forman uno de los grupos mas
relevantes de pigmentos en las plantas. Se hallan en el vino tinto, en ciertos cereales

y, en mayor medida, en frutas.

6) Isoflavonas: como genisteina, daidzeina y gliciteina. Como pueden actuar

sobre los receptores de estrégenos, se clasifican como fitoestrégenos. Se encuentran
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predominantemente en leguminosas, con la soja y sus derivados como su fuente

principal.

Hay otros polifenoles no flavonoides como los estilbenos (resveratrol), los
acidos fendlicos (dcido gélico), las saponinas (ginsendsidos), la curcumina vy los
taninos. En cada categoria de flavonoides, hay una gran diversidad de compuestos
que se distinguen por la cantidad y la disposicién de los grupos hidroxilo, ademas de la
presencia de grupos funcionales adicionales como metilos, azlcares o acidos

organicos.

De interés para esta tesis doctoral, los extractos de Morus alba contienen una
variedad de flavonoides prenilados (sanggenon C, morin, morusin kuwanon G),
flavonoles (isoquercitrina, quercetina, kaempferol, rutin), y alkaloides (1-

deoxynojirimycin) (Batiha 2023).

Los flavonoides experimentan un potente metabolismo y una gran parte de
ellos es eliminada a través de la orina. Su biotransformacién ocurre en dos etapas:
primero, en el higado mediante las reacciones de fase |, donde se anaden grupos
polares; v luego en el colon, a través de reacciones de fase Il, en las que los
flavonoides no absorbidos son degradados por microorganismos. Tanto los
flavonoides como sus metabolitos derivados del colon se conjugan con &cido
glucurédnico, sulfatos o glicina. Estos compuestos solubles en agua se excretan por la
orina (Batiha 2023). Debido a estos procesos, las formas que llegan al torrente
sanguineoy a los tejidos periféricos son distintas de las presentes en los alimentos, lo
que dificulta la identificacién de los metabolitos y la evaluacién de su actividad

biolégica. Los productos de esta absorciéon, mayor en el intestino delgado que en el
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colon (Scalbert 2000), son principalmente glucurénidos y sulfatos, algunos con
metilaciones en el grupo catecol (Tsao 2010). Tras el consumo de alimentos ricos en
flavonoides, las concentraciones plasmaticas no superan la concentracién
micdromolar, lo que requiere unaingesta regular para mantener niveles elevados. Las
concentraciones maximas suelen alcanzarse entre 1y 2 horas después de la ingesta,

salvo en los que necesitan degradarse antes de ser absorbidos (D'Archivio 2007).

Los polifenoles se encuentran principalmente en tejidos donde han sido
metabolizados, como el higado, el estdbmago, el intestino, el colon y los rinones
(Hollman 2004). El endotelio es probablemente uno de los primeros lugares donde
actlan los flavonoides. Diversos estudios realizados en humanos han demostrado
que la absorcién de flavonoides desde la dieta es del 1 al 5% de la dosis consumida,
mientras que esta absorcion aumenta considerablemente (entre el 5y el 40%) al

consumir suplementos o productos farmacéuticos enriquecidos.

Los flavonoides presentan una amplia gama de efectos bioquimicos vy
farmacoldgicos que pueden tener un impacto positivo en la salud, especialmente en
la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares. Esto se debe principalmente a su
capacidad para reducir el estrés oxidativo y mejorar la biodisponibilidad del éxido
nitrico (Grasi 2010; Gonzalez-Gallego 2007; Quifones 2013; Pietta 2000). Diversos
estudios epidemiolégicos han mostrado que un mayor consumo de flavonoides en la
dieta estd vinculado a una menor incidencia de cdncery afecciones cardiovasculares
(Galleano 2010). Este beneficio radica en gran medida en sus propiedades
antioxidantes, las cuales también explican su accién vasodilatadora y vasoprotectora,

ademdas de sus efectos antitrombéticos, antilipémicos, antiateroscleréticos,
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antiinflamatorios, antiapoptoéticos, antiisquémicos, antiarritmicos y antihipertensivos

(Agrawak 2011).

Morus alba.

Morus alba, cominmente conocida como morera o sang shu, tiene una rica
historia de uso tanto en forraje como en medicina tradicional (figura 1). Numerosos
esfuerzos de investigacién, reflejados en revisiones publicadas (Butt 2008; Devi
2013), han explorado las caracteristicas de esta especie. Originaria de China y
cultivada extensamente en Japén y Corea, Morus alba L. pertenece a la familia

Moraceae (Alonzo 1999; Suttie 2005). En la medicina tradicional china se han
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Figura 1. Fotos de Morus alba. (a) Hojas de Morus. alba L., (b) Vista aérea de Morus. alba L
(Tomada de Zhang 2022).

empleado varias partes de Morus alba, incluidas hojas, frutos y corteza, para tratar
diversos problemas de salud como fiebre, proteccién del higado, mejora de la vista,
fortalecimiento de las articulaciones, facilitacién de la diuresis y descenso de la

presion arterial. (Bae 2007). En particular, en Coreay Japén, las personas con diabetes
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consumen hojas de morera como suplemento antihiperglucemiante (Katsube 2006).
Reconocidas por su eficacia contra la presién arterial alta, la resaca y los niveles de
azucar en sangre relacionados con la diabetes, las hojas de morera se han convertido
en un recurso valioso (Machii 2002). La popularidad del té de morera, especialmente
en el este y sudeste de Asia, va en aumento. Sorprendentemente, este té es rico en
acido y-aminobutirico (2,7 mg-g-1 de peso seco), superando diez veces al té verde.
Este compuesto es reconocido por sus propiedades reductoras de la presién arterial
(Suttie 2005). Los estudios fitoquimicos han revelado una amplia gama de
compuestos en Morus alba, incluidos terpenoides, alcaloides, flavonoides (chalconas
y antocianinas), acidos fendélicos, estilbenos y cumarinas. El creciente interés en los
quimicos polifendlicos del género Morus estd impulsado por sus diversos efectos
biolégicos, que abarcan actividades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antidiabéticas, antihipertensivas, antinociceptivas, antienvejecimiento, antianémicas,
antibacterianas y antioxidantes. Los frutos de Morus nigra se recomiendan para la
prevencién y el tratamiento de enfermedades graves, como diabetes, cancer,
infecciones bacterianas, aterosclerosis, hiperlipidemia, enfermedades neuroldgicas,
inflamacion e hipertension. Ademas, estas frutas realzan los medicamentos con su

sabory color naturales.

Componentes de las hojas de morera.

Los flavonoles son los principales flavonoides de las hojas de morera y
presentan variaciones regionales. Las hojas de Morus contienen 4&cido
neoclorogénico, acido clorogénico, acido criptoclorogénico, isémero del acido

cafeoilquinico y glucésido del acido cafeoilquinico como derivados del acido
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cafeoilquinico (Sadnchez-Salcedo, 2015). Los principales contribuyentes a la capacidad
antioxidante de las hojas son la rutina y la quercetina 3-(6-malonilglucésido),
destacados glucésidos de flavonol. Més alld de su importancia antioxidante, estos
compuestos poseen propiedades terapéuticas, mitigan el estrés oxidativo en el
higado y mejoran la hiperglucemia. Mornigrol E, Mornigrol F y morusina, fendlicos
prenilados que se encuentran en toda la planta de morera, particularmente
concentrados en la corteza de la raiz, contribuyen al rico perfil de flavonoides.
Ademads, el extracto etanélico de Morus alba revela tres glucésidos de flavonol
principales, a saber, quercetina 3-(6-malonilglucésido), rutina e isoquercitrina
(Katsube 2006). Sus contenidos son 9,0, 57 y 1,9 mgg-1 de peso seco,
respectivamente. Se informa del aislamiento de cuatro nuevos derivados de 2-
arilbenzofurano (moracinas V-Y) y dos compuestos conocidos (moracinas Ny P) a
partir del extracto de hoja en etanol (Yang 2010). El extracto de hoja en butanol
produce dos nuevos prenilflavanos y un glucésido, junto con seis compuestos
conocidos (Doi 2001). Ademds, el extracto de hoja en metanol da como resultado el
aislamiento de diez flavonoides nuevos y conocidos (Dat 2010). A partir del extracto
de hoja en etanol de Morus alba se ha aislado el aislamiento de morachalconasBy C,
chalconas inusuales con un anillo de furano de cinco miembros que contiene una
molécula de oxigeno. El fraccionamiento del extracto guiado por bioensayos conduce

al aislamiento de 15 flavonoides, incluidos cinco nuevos compuestos (Yang 2012).

Las estructuras de los compuestos que ejercen un efecto antihipertensivo,
cuyo modo de accién ha sido investigado, pueden agruparse estructuralmente en
flavonoides, dcidos fendlicos y dcidos polifendlicos. El estevidsido es el Unico. Elmodo

de acciéon mas frecuentemente invocado para los flavonoides, a saber, la quercetina,
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sus glucdsidos mas biodisponibles, la isquercitrinay la ruting, y para el kaempferol, es
la mejora de la produccién endotelial de NO. Para el kaempferol, la prevencién de los
efectos de la angiotensina Il se ha documentado recientemente (Chen 2016),
mientras que para la quercetina no se ha excluido la inhibicién de la ECAy la relajaciéon
directa e independiente del endotelio del musculo liso vascular a través del bloqueo
de los canales de calcio (Larson 2010). La reduccién del estrés oxidativo debido a las
propiedades antioxidantes y el consiguiente aumento de la biodisponibilidad del
6xido nitrico estd ampliamente documentada para los acidos fenol y polifenol
presentes en las hojas de Morus alba, a saber, el acido vanilico (Kumar 2014; Kumar
2012b), acido siringico (Kumar 2012a, 2012b), acido ferllico (Kumar 2012), acido
protocatequiico (Juurlink 2014; Safaeian 2018) y acido 5-O-cafeoilquinico (Suzuki
2006). Para el acido gdlico, estudios recientes han demostrado su efecto
antihipertensivo a través de la regulacion de la histona desacetilasa 1 o 2 (Jin
2017a,b) Entre los isdbmeros del dcido hidroxibenzoico que ejercen actividad en el
sistema cardiovascular, se ha propuesto el dcido 3-hidroxibenzoico para la reduccién
de la lipdlisis de los adipocitos mediante la activacion de los receptores del dcido
hidroxicarboxilico con posibles mejoras en los perfiles de lipidos en sangre (Juurlink
2014). Por ultimo, el efecto antihipertensivo del esteviésido se ha atribuido a su
acciéon inhibidora del flujo de calcio hacia las células del musculo liso de los vasos

sanguineos (Lee 2001).
Efectos de Morus alba en el sistema cardiovascular.

Morus alba demostré efectos protectores contra el dano miocardico inducido
por isoproterenol, lo que condujo a una reduccién de la miocarditis y de las regiones

de necrosis miocardica en las ratas tratadas, junto con niveles mas bajos de
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marcadores cardiacos. En un modelo de miocarditis inducida por miosina, preservé el
tejido cardiaco, previniendo una infiltracién sustancial de citoquinas inflamatorias y
tejido fibroso, corrigiendo la disfunciéon sistélica y diastélica del miocardio
(Naowaboot 2009a; Yang 2014b). Ademds, Morus alba inhibi6 significativamente la
expresion de periactina y fractalquina, asi como los niveles intracelulares de ROS, la
activacion de NADPH y una mayor unién de monocitos a las células endoteliales
humanas (Yang 2012). Redujo la presién arterial media anormal, la frecuencia
cardiaca y la presion arterial sistélica y diastélica alta en ratones experimentales. La
reactividad deteriorada de los vasos sanguineos, incluida la disminuciéon de la
dilatacién y el aumento de la constriccién, se restablecié a niveles normales después
del tratamiento a largo plazo con hojas de morera. La reactividad vascular alterada,
que implica una disminucién de la dilatacién y un aumento de la contraccién, volvié a
niveles normales después de una terapia prolongada con hojas de Morus alba. En las
células del musculo liso vascular, la relajacion estuvo mediada por el bloqueo del
canal de Ca** dependiente de receptor y dependiente de voltaje, mientras que la
contraccién estuvo mediada por la activacion del receptor de rianodina del reticulo

sarcopldsmico (Naowaboot 2009b).

Elextracto de la plantaindujo una breve disminucién de la presién arterialy del
pulso que duré menos de 3 minutos (Lee 2011). En un modelo de ratén con
hipertension arterial, el extracto de Morus alba mostré un efecto antihipertensivo,
induciendo la relajacién vascular endotelial a través de una ruta dependiente del
oxido nitrico. La investigacion molecular revelé una mayor fosforilacién de la éxido
nitrico sintasa endotelial (eNOS). El extracto también tuvo un impacto positivo en el

sistema vascular al activar dos proteinas clave que actlan como receptores de estrés
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(Hong 2011). El extracto de Morus alba o 4 U/kg de insulina mejoraron eficazmente la
capacidad de respuesta vascular en ratas diabéticas. Después del tratamiento con
extracto de Morus alba, los niveles de malondialdehido en el higado, rinones, corazén
y aorta disminuyeron significativamente (Sharma 2010). En ratas alimentadas con
aterosclerosis, el tratamiento crénico con extractos en dosis bajas (100 mg/kg/dia) o
dosis altas (200 mg/kg/kg) redujo la hipertensién y suprimié la relajaciéon del anillo
vascular inducida por la acetilcolina. El tratamiento con hojas de Morus alba restaurd
los marcadores circulantes de disfuncion endotelial (molécula 1 de adhesion de
células vasculares solubles, fibrinégeno y éxido nitrico) a niveles normales (Yang
2011b). Las hojas de Morus alba también fueron efectivas contra las placas
ateroscleréticas ya formadas, reduciendo significativamente la cantidad de placa en
ensayos con animales después de una terapia a largo plazo con Morus alba (Alvin
2011). La investigacion del efecto vasoprotector del extracto de corteza de raiz de
Morus alba utilizando aorta tordcica de rata aislada reveld una vasorelajacién
dependiente de la concentracién a través de un mecanismo dependiente del
endotelio. La eliminacién del endotelio redujo significativamente la relajacién
vascular en respuesta al extracto y también redujo la respuesta contractil a la

fFenilefrina (Woo 2017).

Los modos de accién mejor documentados de las hojas y extractos de hojas de
Morus alba que producen un efecto hipotensor incluyen el bloqueo de los canales de
calcio, el antagonismo a1y el aumento de la produccién de NO en el endotelio. El
extracto de acetato de etilo de las hojas de Morus alba provocd una relajacién
dependiente de la concentracién de las aortas intactas y sin endotelio precontraidas

por KCl, lo que sugiere un efecto antagonista del calcio hacia los canales de calcio
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operados por voltaje. Ademas, este extracto inhibié la contraccién del mudsculo liso de
la aorta provocada por la fenilefrina, lo que indica su capacidad para suprimir la
liberacién de calcio intracelular dependiente del receptor de inositol trifosfato y/o
rianodina (Xia 2008). Carrizzo (2016) demostré que el extracto de hojas de Morus alba
evoca vasodilatacion en los vasos de ratones, que fue revertida por L-NAME, lo que
sugiere la participacién del éxido nitrico en su actividad. Ademads, este efecto parecia
estar mediado por la activacién de los sensores de estrés y chaperonas Proteina
Quinasa ARN como la reticulo quinasa endoplasmicay la proteina de choque térmico
90, que inducen la fosforilacién de la isoforma endotelial de la NO sintasa (eNOS).
Estos hallazgos se confirmaron in vivo, ya que la administracién oral del extracto fue
ineficaz en ratones con deficiencia de eNOS, mientras que provocé una disminucién
de la PAen la cepa de tipo salvaje. Ademas, se demostré que la administracion oral de
un extracto de hoja de Morus alba a ratas diabéticas reduce el aumento de la presién
arterial sistélica, la presiéon arterial diastélica y la presion arterial media y restablece
las respuestas vasculares a los vasodilatadores como la acetilcolina y el nitroprusiato
de sodio (Naowaboot 2009 ). Estos resultados se alinean con los obtenidos por Lee
(Lee 2011), quien observé que la administracion oral de un extracto acuoso de hojas
de Morus alba disminuye la PA'y restaura parcialmente la relajacién a acetilcolina de
los anillos adrticos de ratas alimentadas con un aterogénico. dieta. Otros efectos que
pueden contribuir a inhibir la hipertensiéon pueden deberse, al menos en parte, a las
actividades antioxidantes y antiaterosclerdticas del extracto de hoja de Morus alba
(Enkhmaa 2005) y a las propiedades antidiabéticas, antibacterianas, anticancerigenas,
hipolipidémicas y antidiabéticas de las hojas de morera y propiedades

antiinflamatorias, probablemente debido a las moracinas (Naik 2015). En particular,
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existe evidencia sélida y documentada de la eficacia del extracto de hoja de Morus
alba para controlar las condiciones hiperlipidémicas y controlar la obesidad (El-
Beshbishy 2006; Noh 2022). Hay evidencia de que también puede mejorar la presion
arterial elevada al inhibir la enzima convertidora de angiotensina (ECA), interferiendo
con el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y normalizando la presién
arterial sistélica (PAS) y la presion arterial diastélica (PAD) anormalmente elevadas
(Thaipitakwong 2018). El mecanismo de hipertensién causado por el SRAA suele
atribuirse al efecto vasoconstrictor directo de la angiotensina Il (Ang-ll) y al efecto
mineralocorticoide de la aldosterona. En un experimento in vitro, se ligd la arteria
renal izquierda de la rata para crear un modelo de hipertensién renal, que
desencadend una secrecién excesiva de renina y activd el SRAA. Después del
tratamiento con la fraccion soluble en acetato de etilo de extractos metandlicos de
Morus alba durante seis semanas, la hipertensién desaparecié (Nade 2013). Los
resultados demostraron que podria interferir con el SRAA, mejorando asi la funcién
del endotelio vascular y reduciendo la presién arterial (Nade 2013). Ademds, la
actividad de ECA afecta directamente a la produccién de angiotensina Il. Se observd
que, después del tratamiento con Morus alba, la actividad de la ECA en las células se
redujo, lo que provocé una disminucién en la produccién de la angiotensina Il 'y un
debilitamiento de la vasoconstricciéon, lo que provocd una disminucién en la presiéon
arterial (Micucci 2020). Es mds, se trataron ratas diabéticas con Morus alba en diversas
dosis durante 8 semanas. Curiosamente, se encontré que el tratamiento con 0,5y 1,0
g-kg 1 de Morus alba redujo la PAS, la PAD, la PAM y la FC a niveles casi normales
(Naowaboot 2009). La hipertensién es una de las complicaciones de los pacientes

diabéticos crénicos. Los estudios han encontrado que Morus alba podria aliviar la
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hipertension en ratas diabéticas. En resumen, ML es una planta medicinal beneficiosa
para pacientes con hipertensién, pero el posible mecanismo de MLA en la

hipertension aln necesita mds investigacién para aclararse.
Efectos de Morus alba en la hipertension arterial.

La hipertensién es un importante desafio de salud publica a nivel mundialy es
una de las principales causas de enfermedades cardiovasculares, retinianas y renales
(DellaCroce 2008; Savica 2010). La primera linea de tratamiento para la hipertension
son los cambios en el estilo de vida, como cambios en la dieta, ejercicio fisicoy pérdida
de peso (Smith 2010). La reduccién de la presién arterial (en 5 mm Hg) puede
disminuir los riesgos de accidente cerebrovascular en un 34% y de cardiopatia
isquémica en un 21%, asi como reducir la mortalidad por enfermedades

cardiovasculares (Law 2003).

Recientemente, se estdn invirtiendo muchos esfuerzos en la deteccién de
componentes bioactivos en alimentos o dietas para el tratamiento y prevencion de la
hipertension (Yoshikawa 2000). Morus alba L. se cultiva en paises orientales y sus
hojas se utilizan desde hace mucho tiempo para alimentar a los gusanos de seda. En la
medicina popular, las hojas de morera, la corteza de las raices y las ramitas se han
utilizado durante mucho tiempo para reducir la fiebre, proteger el higado, mejorar la
vista, fortalecer las articulaciones, facilitar la descarga de orina y reducir la presion
arterial (Chang 2011). Hasta la fecha, diferentes partes de la morera, desde la corteza
de laraiz hasta las hojas, han sido ampliamente investigadas por sus beneficios para la
salud, incluidos los efectos antioxidantes, hipolipidémicos, antihiperglucémicos,
antiaterogénicos, antivirales, antimicrobianos y neuroprotectores (Chang 2011; El-

Beshbishy 2006; Harauma 2007; Liu 2009; Naowaboot 2009; Yang 2010; Zhang 2009)
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El dcido c-aminobutirico (GABA) es un aminodacido de cuatro carbonos que actua
como uno de los principales neurotransmisores inhibidores del sistema nervioso
central (Kimura 2002). Se ha demostrado que el GABA desempefna un papel
importante en el control de la presién arterial tanto del sistema nervioso central
como del periférico (Hayakawa 2005; Kimura 2002). El GABA también se encuentra en
diversas plantas y alimentos fermentados, como hojas de té (Abe 1995), productos
lacteos Fermentados (Hayakawa 2004), soja fermentada (Aoki 2003), salsa de soja
(Yamakoshi 2007), granos de arroz (Akama 2009) y tomate (Yoshimura 2010). Se ha
descubierto que la alimentacién con GABA o alimentos ricos en GABA, como té verde,
productos lacteos fermentados y salsa de soja, durante 4 a 6 semanas deprime la
elevacion de la presion arterial sistélica (PAS) en ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) (Abe 1995; Hayakawa 2004; Yamakoshi 2007). Ademds, también se ha
informado en humanos del efecto antihipertensivo de la leche fermentada rica en
GABA (Inoue 2003), asi como de que Morus alba contiene una cantidad considerable
de GABA (Kang 2006). Por lo tanto, planteamos la hipétesis de que Morus alba tendré

la capacidad de ejercer efectos antihipertensivos in vivo a través de GABA.

En estudios con animales, la presién arterial sistdlica (PAS), la presion arterial
diastélica (PAD), la presion arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca
anormalmente elevadas se normalizaron mediante la ingestién de hojas de morera
(Yang 2012; Nade 2013). Una investigacién de la reactividad vascular revelé que las
hojas de morera mejoraban la respuesta de los vasos sanguineos a los estimuladores
exdgenos. La reactividad deteriorada de los vasos sanguineos, incluida la disminucién
de la dilatacidony el aumento de la constriccidon, se restablecié significativamente a los

niveles normales después del tratamiento a largo plazo de las hojas de morera
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(Naowaboot 2009). Las hojas de morera reducen la presion arterial y la frecuencia
cardiaca al inhibir la enzima convertidora de angiotensina (ACE). Los estudios in vitro
observaron una menor actividad de la ACE después de que las células fueron tratadas
con extracto de hojas de morera (Yang 2012). Ademas, las hojas de morera actuaron
como bloqueadores de los canales de calcio. Una disminucién en la contracciéon
vascular en respuesta a la fenilefrina indicé que las hojas de morera bloquearon la via
de entrada del calcio a las células (Nade 2013). El otro posible mecanismo de accién
antihipertensiva podria ser el contenido de acido c-aminobutirico (GABA) en el
extracto de hojas de morera porque la presién arterial media del grupo de
tratamiento se redujo con una tendencia similar a la del grupo que recibié GABA puro

(Yang 2012).
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Objetivos

En este estudio nos planteamos poner de manifiesto las propiedades
cardiovasculares, renales y antiagregantes de extractos de morera en un modelo de
hipertension arterial experimental por déficit de éxido nitrico, lo que permita
dilucidar un posible papel protector de las hojas de morera frente a las enfermedades
cardiovasculares, como posible ingrediente funcional en la prevencién y tratamiento

de estas enfermedades.

Objetivo general: evaluar los efectos cardiovasculares, vasculares,

plaquetariosy renales de un extracto etanélico de hojas de morera Morus alba L. en la

hipertension arterial (HTA) experimental por déficit de éxido nitrico.

Objetivos especificos:

e Estudio in vitro de |la biocompatibilidad, citotoxicidad y efecto

antiinflamatorio del extracto etanélico de hojas de morera Morus alba.

e Analizar in vivo los efectos de un tratamento cronico del extracto sobre la

presion arterial y frecuencia cardiaca.

e Estudiar los efectos del tratamiento crénico del extracto en la funcién renal.

e Estudiar los efectos del tratamiento crénico del extracto sobre la reactividad

vascular adrtica y papel del éxido nitrico.

e Estudiar los efectos del tratamiento crénico del extracto sobre la agregacién

plaquetaria.
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e Estudiar los efectos estructurales del tratamiento crénico del extracto:

anatomia patoldgica de aorta, rifndn y corazon.

e Estudiar los efectos de un tratamiento agudo del extracto sobre la presién
arterial, frecuencia cardiaca, agregacién y funcién renal en los animales

hipertensos.
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Métodos

Protocolos experimentales.

1. Evaluacién in vitro de la biocompatibilidad y/o citotoxicidad de los diferentes
extractos de hoja de morera.

2. Evaluacién in vitro de la capacidad antiinflamatoria de los diferentes extractos
de hoja de morera.

3. Estudio en un modelo animal (ratas SD) del efecto agudo y crénico del extracto
etandlico al 70% de hoja de morera (MAE).
1. Efecto del tratamiento crénico (6 semanas) con MAE en animales con

hipertension arterial inducida por déficit de éxido nitrico con L-NAME.

1. Grupos experimentales: control normotenso, hipertenso L-NAME,

hipertenso tratado crénicamente con MAE, hipertenso L-NAME tratado
cronicamente con captopril.
2. Efecto del tratamiento agudo (3 dias) con MAE en animales hipertensos (6
semanas).

1. Grupos experimentales: hipertenso L-NAME tratado durante 3 dias con

placebo o con MAE.

Animales.
En este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (SD),
todas con aproximadamente ocho semanas de edad, proporcionadas por el Servicio

de Experimentacién Animal del Area Cientifica y Técnica de Investigacién (ACTI) de la
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Universidad de Murcia (licencia n® REGAES 300305440012). En total, se emplearon 80
ratas en el desarrollo de este trabajo experimental. Los animales fueron mantenidos
en condiciones controladas de temperatura (22+1°C), humedad relativa (55x10%) y
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los procedimientos experimentales se
realizaron de acuerdo con el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados
en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia, asi como la Ley
32/2007, de 7 de noviembre, sobre el cuidado de los animales en su explotacion,
transporte, experimentacién y sacrificio, en conformidad con la normativa europea

(2010/63/UE) sobre proteccién de animales utilizados con fines cientificos.

Asi mismo, se cumplié la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se
establecen los requisitos de capacitacién que debe cumplir el personal que maneje
animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia. Este estudio fue aprobado por el Comité
Etico de Experimentacién Animal (CEEA 677/2020 y del Comité de Bioseguridad (CBE
373/2020 de la Universidad de Murcia y el Organismo Competente de la Comunidad

Autdénoma de la Regién de Murcia (CARM) (c6digo N° A13210203, Anexo ).

Extractos de hoja de morera

Se utilizaron 3 tipos de extractos de hoja de morera Morus alba. Dos de ellos
fueron extractos etandélicos, utilizando como agente extractante etanol al 50% vy al
70% respectivamente y el tercero fue un extracto acuoso, con agua ultrapura como

agente extractante. A modo de comparativa de estos extractos con un compuesto
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comercial, se utilizaron las cdpsulas de hoja de morera de Bioganix (autorizadas para

su venta en EE. UU. por la FDA).

Se seleccioné una variedad de Morus alba del Banco de Germoplasma del
IMIDA (BAGERIM) por sus efectos antioxidantes en estudios previos con
Caenorhabditis elegans y sus efectos antiinflamatorios en ratones obesos (Leyva-
Jiménez 2020). Tras la recoleccién de las hojas, éstas se lavaron, se secaron y se
liofilizaron. Los 3 tipos de extractos fueron producidos por el Equipo de
Biotecnologia del IMIDA, asi como la preparacién de las muestras de Bioganix. La
metodologia se adaptd a cada tipo de extraccién acorde a la bibliografia existente.
Partiendo de la hoja de morera liofilizada, se procedié a la preparacién de los
extractos incubando en agitaciéon y alternando con sonicacién, con cada tipo de
agente extractante segln correspondiese. Posteriormente se procedié a la
centrifugacién vy filtracién de las muestras y su posterior concentracién y eliminaciéon
del etanol mediante el uso de un rotavapor. Como UGltimo paso de la extraccién, todos
los extractos elaborados fueron sometidos a liofilizacién y conservados a-20 °C hasta

el momento de su uso.

Cultivos celulares

Se utilizaron 2 lineas celulares para llevar a cabo los distintos estudios in vitro
con los extractos de hoja de morera. En el caso de la evaluacién in vitro de la
biocompatibilidad y/o citotoxicidad de los diferentes extractos de estudio, se
seleccioné la linea celular L929 de fibroblastos de ratén por ser la mas ampliamente
utilizada para estos estudios y ser la referencia de la ISO 10993-5:2009 para pruebas

de citotoxicidad in vitro (ISO 10993-5:2009). En el caso de los ensayos de evaluacién
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de la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los extractos de hoja de morera, se
realizaron con la linea celular RAW 264.7 de macréfagos de ratén, generalmente
empleada en la bibliografia para llevar a cabo este tipo de experimentos.

La linea celular L929, adquirida de la European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC), se cultivd en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) bajo
en glucosa complementado con un 10% de suero bovino fetal inactivado (FBS), L-
glutamina 2 mM vy antibidticos (100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina). Se incubd a 37 °C, en una atmoésfera humidificada con 5% de CO,,
realizdndose el cambio de medio cada 2-3 dias y procediendo al subcultivo con
tripsina/EDTA una vez alcanzado el 80% de confluencia celular.

La linea celular RAW 264.7, fue adquirida de la American Type Culture
Collection (ATCC). Se cultivd en DMEM con alto contenido de glucosa suplementado
con 10% de FBS, L-glutamina 4 mMy antiobioticos (100 U/ml de penicilinay 100 pg/ml
de estreptomicina). Se incubé a 37 °C, en una atmésfera humidificada con 5% de CO;
, reemplazando el medio cuidadosamente dos veces por semana con medio frescoy
permitiendo que las células crecieran hasta alcanzar el 80% de confluencia para
proceder al subcultivo mediante la técnica de raspado.

En ambos casos, la viabilidad y el nimero de células se determinaron mediante
tincién con azul tripan, utilizando una cdmara de Neubauery se comprobd la ausencia
de contaminacién por micoplasmas en el cultivo celular antes de realizar los

experimentos.
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Protocolos experimentales para el estudio in vitro en cultivos celulares.

1. Evaluacién in vitro de la biocompatibilidad y/o citotoxicidad de los diferentes
extractos de hoja de morera. Se utilizé la linea celular L929.

2. Evaluaciénin vitro de la capacidad antiinflamatoria de los diferentes extractos
de hoja de morera. Se utilizé la linea celular RAW 264.7. Se realizaron las
siguientes medidas en el sobrenadante del cultivo celular, como marcadores
de inflamacion:

1. Analisis de 6xido nitrico.
2. Andlisis de citoquinas inflamatorias.
3. Analisis de los niveles de radicales libres (ROS), como medida de la actividad

antioxidante de los extractos.

Evaluacion in vitro de la biocompatibilidad y/o citotoxicidad de los diferentes

extractos de hoja de morera.

Se estudiaron los efectos de distintas concentraciones de los extractos
preparados, asi como de las cdpsulas comerciales sobre el crecimiento y la
proliferacién celular mediante el ensayo de reduccién metabdlica intracelular con el
reactivo PrestoBlue (PB). Este reactivo consiste en una solucién permeable a la
membrana a base de resazurina, de manera que el ensayo con PB analiza
cuantitativamente la proliferacién de las células metabdélicamente activas mediante
la reducciéon mitocondrial de la resazurina a un compuesto altamente fluorescente, la

resorufina, cuantificable mediante la medida de su emisiéon de fluorescencia.
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Procedimiento:

1.Siembra de la placa de 96 pocillos: Se sembré una placa de 96 pocillos, con la linea
celular L929 a una densidad de 10.000 células/cm? (3.200 células/pocillo) y 200 pl
de DMEN completo sin rojo fenol. Se dejaron sin sembrar los Gltimos 4 pocillos de
la placa como blanco del ensayo. Se procedié a laincubacidonde laplaca24ha37°C,
en una atmoésfera humidificada con 5% de CO,, para que tengan lugar la adhesién
y el crecimiento celular del cultivo.

2. Adicion de las distintas muestras a ensayar: Tras 24 h de incubacién, las células se
trataron con diferentes concentraciones (25, 50, 100, 200 y 500 ug/mL) de las

distintas muestras de estudio:

-  MAE 70%: extracto etandlico con 70% EtOH como agente extractante
- MAE 50%: extracto etandlico con 50% EtOH como agente extractante
- MAE Acuoso: extracto con agua como agente extractante

- Capsulas comerciales: Bioganix (EE.UU.)

Las muestras de los distintos extractos liofilizados fueron resuspendidas
obteniendo una suspensién stock a 100 mg/ml. Se procedioé a su dilucién 1/10 en
DMEM para tener una suspension de trabajo a 10 mg/ml. Se procedié a afadir a
cada pocillo el volumen de muestra correspondiente a cada concentracién de
estudio:

- Pocillos de 25 pg/ml de concentracién de estudio: 0.5 pl de suspensién de
trabajo
- Pocillos de 50 pg/ml de concentracion de estudio: 1 pl de suspension de

trabajo
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- Pocillos de 100 uyg/ml de concentraciéon de estudio: 2 pl de suspension de
trabajo

- Pocillos de 200 ug/ml de concentraciéon de estudio: 4 pl de suspension de
trabajo

- Pocillos de 500 pg/ml de concentracion de estudio: 10 pl de suspensién de
trabajo

Se establecieron 3 controles del ensayo, un control de crecimiento vy

proliferaciéon celular con células creciendo sin haber sido sometidas a ningln

tratamiento y otros 2 controles con células expuestas a los agentes extractantes

de etanol al 70% y al 50%, a concentracién similar a la mas alta de los tratamientos

de estudio (500 pg/ml de MAE), para descartar un efecto del agente extractante.

Cada caso de estudio se evalué por cuadruplicado (4 réplicas por muestra y

concentraciéon). A continuacién se procedié a laincubacién de la placa con el cultivo

celular expuesto a los distintos casos de estudio durante 24h en el incubador. La

siguiente figura muestra el disefo de la placa que se usoé:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
A MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Etanol 70% Control
25 j,g/ml 50 y,g/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 ,g/ml 25 yg/ml 50 ya/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 jg/ml Células
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
B MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% [ MAE 50% | MAE 50% | Etanol 70% Control
25 g/ml 50 yg/ml 100 yg/ml | 200 ,g/ml | 500 yg/ml 25 g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 ,g/ml Células
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
C MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Etanol 70% Control
25 yg/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ,g/ml 25 yg/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 jg/ml Células
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
D MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Etanol 70% Control
25 yg/ml 50 yg/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 yg/ml 25 ya/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 ,g/ml Células
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
E MAE MAE MAE MAE MAE Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas | Etanol 50%
25 yg/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 jg/ml | 500 yg/ml 25 yg/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 j,g/ml | 500 yg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
MAE MAE MAE MAE MAE A - “ a a
F D GV Acuoso i T Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas | Etanol 50%
25 ya/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 j,g/ml | 500 ,g/ml 25 yg/ml 50 ya/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 yg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
MAE MAE MAE MAE MAE a a a a A
G e e LGS G TS Capsulas Capsulas Capsulas Capsulas Capsulas | Etanol 50%
25 yg/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 j,g/ml | 500 jg/ml 25 yg/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 j;g/ml | 500 yg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
MAE MAE MAE MAE MAE A a
H J—— J— J—— J— f— Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas | Etanol 50%
25 ,g/ml 50 jo/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 ,g/ml 25 ya/ml 50 j,o/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 ,g/ml
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3. Ensayo con el reactivo PB: Pasadas 24 h de exposicién a los extractos, las células
se incubaron con una solucién de PrestoBlue al 10% durante 4 horas a 37 °Cen una
atmosfera humidificada con CO; al 7,5 %. Durante este tiempo, el PB serd reducido
por las células metabdlicamente activas virando del color azul, hacia el morado o el
fucsia y emitiendo fluorescencia cuando sea excitado con la longitud de onda
adecuada. Transcurridas las 4h se traspasaron 100 ul de cada pocillo a una placa
negra para proceder a la lectura de la fluorescencia relativa (RF) de cada pocillo
usando el lector de microplacas Synergy MX de Biotek, a una longitud de onda de

570 nm de excitaciony 610 nm de emisién.

Evaluacionin vitro de la capacidad antiinflamatoria de los diferentes extractos de

hoja de morera.

1. Analisis de 6xido nitrico en el sobrenadante de cultivo celular.

Una de las técnicas para evaluar los niveles de inflamacion en cultivos celulares
consiste en medir los niveles de 6xido nitrico (NO) liberados al medio de cultivo, ya
que el NO puede ser considerado como un marcador de inflamacién (Sharma
2007). Al ser un radical libre, el NO es una molécula inestable que logra
estabilizarse al unirse a otras especies como el oxigeno, formando nitritos y
nitratos (Moncada 1991; Moncada 1998). En consecuencia, los nitritos son los
productos oxidados inertes del o6xido nitrico, y constituyen el depésito de
almacenamiento fisiolégico del éxido nitrico. Asi, los niveles de NO en cultivo se
pueden cuantificar de manera indirecta mediante la determinacién de nitritos,

como indicador de la produccién de NO, usando el reactivo Griess (Dirch 1998).
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2. Analisis de citoquinas inflamatorias en el sobrenadante de cultivo celular.

Otra via para evaluar la capacidad antiinflamatoria de los extractos de morera
desarrollados es el estudio de la produccién de citoquinas pro-inflamatorias. Estas
citoquinas de actividad pro-inflamatoria son moléculas producidas,
principalmente, por monocitos y macréfagos, activados tras el contacto con un
agente patdégeno. Se seleccionaron 3 citoquinas pro-inflamatorias para su
cuantificaciéon en el medio de cultivo, tras la exposicion de una linea celular de
macréfagos a un agente inflamatorio. De esta manera se procedié a la
cuantificaciéon de la produccién de las citoquinas inflamatorias IL-6, IL-13 y TNF-a
mediante la técnica de ELISA.

Procedimiento:

1. Siembra de la placa de 96 pocillos: Se sembré una placa de 96 pocillos, con la
linea celular RAW 264.7 a una densidad de 50.000 células/cm?® (16.000
células/pocillo) y 200 yl de DMEN completo sin rojo fenol. Se procedié a la
incubacién de la placa 24 ha 37 °C, en una atmésfera humidificada con 5% de CO
», para que tengan lugar la adhesién y el crecimiento celular del cultivo.

2. Adicion de las distintas muestras a ensayar: Tras 24 h de incubacién, las células
se trataron con diferentes concentraciones (25, 50, 100, 200y 500 pg/mL) de las

distintas muestras de estudio:

- MAE 70%: extracto etandlico con 70% EtOH como agente extractante
- MAE 50%: extracto etandlico con 50% EtOH como agente extractante
- MAE Acuoso: extracto con agua como agente extractante

- Capsulas comerciales: Bioganix (EE.UU.)
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Las muestras de los distintos extractos liofilizados fueron resuspendidas
obteniendo una suspensién stock a 100 mg/ml. Se procedié a su dilucién 1/10 en
DMEM para tener una suspension de trabajo a 10 mg/ml. Se procedié a anadir a
cada pocillo el volumen de muestra a 10mg/ml correspondiente a cada

concentracion de estudio:

Pocillos de 25 pg/ml de concentracién de estudio: 0.5 pl de suspension de
trabajo

- Pocillos de 50 pg/ml de concentracién de estudio: 1 pl de suspensién de
trabajo

- Pocillos de 100 ug/ml de concentracién de estudio: 2 pl de suspensién de
trabajo

- Pocillos de 200 pg/ml de concentracién de estudio: 4 pl de suspensién de
trabajo

- Pocillos de 500 pug/ml de concentracion de estudio: 10 pl de suspension de
trabajo

3. Induccion de la inflamacién: para inducir la inflamacién, se adicion6 el

lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli a 1 pg/ml, a cada pocillo del cultivo

(Page 2022) simultdneamente a la adicién de las muestras de extracto de

morera. En todos los casos de estudio se establecieron 3 controles del ensayo,

un control de crecimientoy proliferacién celular con células creciendo sin haber

sido sometidas a ningln tratamiento y otros 2 controles mas, uno de control

positivo de inflamacién con células expuestas a 1 pyg/ml de LPS y otro como

control positivo de anti inflamacién con células expuestas a 6 pg/ml de

quercetina, seleccionada por ser un compuesto fenélico similar a los presentes
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en los extractos de morera y por sus ampliamente descritos efectos
antiinflamatorios (Aghababaei 2023). Cada caso de estudio se evalué por
cuadruplicado (4 réplicas por muestra y concentracién). A continuaciéon se
procedid a laincubacién de la placa con el cultivo celular expuesto a los distintos
casos de estudio durante 24h en el incubador.

4. Ensayo con el reactivo Griess: El ensayo con el reactivo de Griess es un ensayo
colorimétrico adecuado para cuantificar los niveles del ién nitrito (NO;) en
soluciones acuosas. Para proceder con este ensayo se recogieron 50 ul de medio
de cultivo de cada pocillo que se hicieron reaccionar con la misma cantidad de
reactivo de Griess a 40 mg/mly se incubaron a temperatura ambiente durante
15 min. Transcurrido este tiempo, se midié la absorbancia a 540 nm utilizando un
lector de microplacas Synergy MX (Biotek). La cuantificacién de la concentracion
de nitrito se calculé mediante analisis de regresién a partir de la curva estadndar

de nitrito de sodio (NaNQO;) de la siguiente tabla.

Estandar NaNO; Concentracion NaNO; (M)

1 100
2 50
3 25
4 12.5
5 6.25
6 3.125
7 1.563

Blanco 0
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El

se muestra en la siguiente figura.

diseno de

la placa para

los experimentos de antiinflamacién:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 STD8
MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina 100
25 ,g/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 20 M
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 STD7
MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina 50
25 ,g/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ,,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 20 M
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 STD6
MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina 25
25 ,g/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 20 M
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 STD5
MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina 125
25 (g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 ,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 20 M
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 STD4
MAE MAE MAE MAE MAE z & “ a z
Acuoso Acuoso Acuoso Acuoso AcUOSO Cépsulas Cépsulas Cépsulas Capsulas Capsulas LPS 6.25
25 ,g/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 1 pg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 STD3
MAE MAE MAE MAE MAE a = A A £
ACUOSO Acu0so AcU0SO ACLOSO ACLOSO Capsulas Capsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas LES) 3.125
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 1 pg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 STD2
MAE MAE MAE MAE MAE = 2 a i .
ACUOSO AcUoso ACUOSO ACUOSO ACUOSO Cépsulas Cépsulas Capsulas Capsulas Cépsulas LPS 1.563
25 yg/ml 50 yg/ml 100 yg/ml 200 ,g/ml 500 (,g/ml 25 yg/ml 50 jg/ml 100 yg/ml 200 (,g/ml 500 (,g/ml 1 pg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 STD1
MAE MAE MAE MAE MAE 2 = “ “ z
ACUOSO Acuoso AcU0so AcU0so ACUOSO Capsulas Cépsulas Capsulas Capsulas Capsulas LPS 0
25 ,g/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 j,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ;,g/ml 50 ,g/ml 100 j,g/ml | 200 j,g/ml | 500 ,g/ml 1 pg/ml

5. Determinacion de la produccion de citoquinas inflamatorias: Se recogié el

medio de cultivo sobrante de cada pocillo, se procedioé a su centrifugacién para

sedimentar los restos celulares y se almacenaron las muestras a -80°C hasta su

posterior andlisis. Se procedié al andlisis de la produccién de citoquinas

inflamatorias mediante kits ELISA para cuantificar la produccién de IL-6, TNF-a e

IL-1B, siguiendo en cada caso las instrucciones y protocolos indicados por el

fFabricante (Boster Biological Technology, Pleasanton, CA, EE. UU.):

* PicoKine ELISA EK0394, para cuantificar Mouse IL 1[3.

* Picokine ELISA EK0527, para cuantificar Mouse TNF.

* Picokine ELISA EK0411, para cuantificar Mouse IL6.
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3. Estudio in vitro de la actividad antioxidante de los extractos de morera

desarrollados

Para evaluar la capacidad antioxidante de los distintos extractos de morera
desarrollados, se procedié al analisis de las ROS intracelulares tras la induccién del
cultivo a un estrés oxidativo. La produccién intracelular de ROS se estudié mediante
tincién del cultivo con DCF-DA (diacetato de 2'-7'-diclorodihidrofluoresceina), una de
las técnicas mas utilizadas para medir directamente el estado redox de una célula
(Eruslanov 2010) cuantificable mediante la medida de su emisién de fluorescencia.

Procedimiento:

1.Siembra de la placa de 96 pocillos: Se sembré una placa de 96 pocillos, con a linea
celular RAW 264.7 a una densidad de 50.000 células/cm? (16.000 células/pocillo) y
200 ul de DMEN completo sin rojo fenol. Se procedié a la incubacién de la placa 24
ha 37 °C, en una atmésfera humidificada con 5% de CO,, para que tengan lugar la
adhesiény el crecimiento celular del cultivo.

2. Adicidn de las distintas muestras a ensayar: Tras 24 h de incubacién, las células se
trataron con diferentes concentraciones (25, 50, 100, 200 y 500 ug/mL) de las

distintas muestras de estudio:

MAE 70%: extracto etanélico con 70% EtOH como agente extractante

MAE 50%: extracto etanélico con 50% EtOH como agente extractante

MAE Acuoso: extracto con agua como agente extractante

Capsulas comerciales: Bioganix (EE.UU.)

Las muestras de los distintos extractos liofilizados fueron resuspendidas

obteniendo una suspensién stock a 100 mg/ml. Se procedioé a su dilucién 1/10 en
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DMEM para tener una suspension de trabajo a 10 mg/ml. Se procedié a afadir a
cada pocillo el volumen de muestra a 10mg/ml correspondiente a cada

concentracion de estudio:

Pocillos de 25 pug/ml de concentracién de estudio: 0.5 pl de suspensién de
trabajo

- Pocillos de 50 pyg/ml de concentracién de estudio: 1 pl de suspension de
trabajo

- Pocillos de 100 ug/ml de concentracién de estudio: 2 pl de suspensién de
trabajo

- Pocillos de 200 ug/ml de concentracién de estudio: 4 pl de suspensién de
trabajo

- Pocillos de 500 pg/ml de concentraciéon de estudio: 10 pl de suspensién de
trabajo

3. Induccion del estrés oxidativo: Se adicion6 a cada pocillo el lipopolisacarido (LPS)

de E. coli a 1 ug/ml, el cual tiene la capacidad de inducir un estrés oxidativo (a la

concentracién indicada) en esta linea celular (Page 2022), simultdneamente a la

adicion de las muestras de extracto de morera. En todos los casos de estudio se

establecieron 3 controles del ensayo, un control de crecimiento y proliferacién

celular con células creciendo sin haber sido sometidas a ningln tratamientoy otros

2 controles mas, uno de control positivo de oxidacién con células expuestas a 1

ug/ml de LPSy otro como control positivo de anti oxidaciéon con células expuestas

a 6 ug/ml de querceting, seleccionada por ser un compuesto fenélico similar a los

presentes en los extractos de morera y por sus ampliamente descritos efectos

antioxidantes (Aghababaei 2023). Cada caso de estudio se evalué por
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cuadruplicado (4 réplicas por muestray concentracién). A continuacién se procedid

a la incubacién de la placa con el cultivo celular expuesto a los distintos casos de

estudio durante 24h en elincubador. El diseno de la placa para los experimentos de

antioxidacion se muestra en la siguiente figura:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SPL1 SPILE SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
A MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina Control
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 j,g/ml | 200 j,g/ml | 500 g/ml 20 yM Células
SPL1 SPL3 SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
B MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina Control
25 g/ml 50 yg/ml 100 j,g/ml | 200 yg/ml | 500 ,,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 j,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ,,g/ml 20 yM Células
SPL1 SPILE SPL5 SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
C MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina Control
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 ,g/ml | 500 j,g/ml 20 yM Células
SPL1 SPL3 SPLS SPL7 SPL9 SPL11 SPL13 SPL15 SPL17 SPL19 CTL1 CTL3
D MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 70% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | MAE 50% | Quercetina Control
25 g/ml 50 yg/ml 100 ,g/ml | 200 yg/ml | 500 j,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 ,g/ml | 200 ,g/ml | 500 ,g/ml 20 yM Células
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
E MAE MAE MAE MAE MAE Capsulas Capsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas LPS
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 j,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 j,g/ml | 500 ;,g/ml 1 pg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
F MAE MAE MAE MAE MAE Capsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas RS
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 j,9/ml 200 ,g/ml 500 ,,g/ml 25 ,g/ml 50 ,,g/ml 100 j,g/ml 200 ,g/ml 500 ,g/ml 1 pg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
MAE MAE MAE MAE MAE a “ a “ =
G ACUOSO AcU0SO AcU0sO AcUOSO ACUOSO Capsulas Capsulas Cépsulas Cépsulas Capsulas LPS
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 ,g/ml | 500 ;,g/ml 25 ,g/ml 50 ,,g/ml 100 yg/ml | 200 j,g/ml | 500 ;,g/ml 1 pg/ml
SPL2 SPL4 SPL6 SPL8 SPL10 SPL12 SPL14 SPL16 SPL18 SPL20 CTL2 Blanco
MAE MAE MAE MAE MAE A A a = a
H T e e PAER e Capsulas Capsulas Capsulas Capsulas Capsulas LPS
25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 (,g/ml 25 ,g/ml 50 ,g/ml 100 yg/ml | 200 yg/ml | 500 jg/ml 1 pg/ml

4. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS): Después de 24 h de

exposicion del cultivo al LPS, las células se lavaron con PBS, se cargaron con 10 uM

de DCF-DAvy seincubarona 37 °Cdurante 30 miny en oscuridad. En este periodo de

incubacion, las esterasas celulares escinden el DCF-DA produciendo un producto

no fluorescente (H,DCF), el cual es oxidado por los ROS intracelulares a moléculas

fFluorescentes (DCF). La intensidad de la fluorescencia producida se cuantificé

utilizando un lector de microplacas Synergy MX (Biotek) con una excitaciéon de 485

nmy una emisién de 535 nm de longitud de onda.
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Grupos experimentales para el estudio in vivo

Para el estudio del efecto del tratamiento crénico del extracto etandlico

(MAE), los animales se distribuyeron en cuatro grandes grupos:

Grupo Control: animales que no recibieron ningln tratamiento.

Grupo hipertenso L-NAME: ratas tratadas crénicamente con el inhibidor de la
sintesis de NO, L-NAME. Esta sustancia se administré en el agua de bebida,

ajustando la cantidad de bebida diaria para suministrar una dosis de 10

mg/kg/dia.

Grupo hipertenso L-NAME + MAE: Ratas tratadas con L-NAME y MAE 70%
(100 mg/kg/dia) durante 6 semanas. El MAE se administré diariamente por
gavaje, mediante una sonda. El extracto etandlico al 70% fue preparado como

se indica en el apartado anterior.

Grupo hipertenso L-NAME + Captopril: El captopril es un inhibidor del enzima
de conversiéon de Angiotensina Il (IECA) y se ha demostrado ser un buen
tratamiento para este tipo de hipertension experimental (Paredes 2018a). El
captopril se administré juntamente con el L-NAME en el agua de bebida

durante 6 semanas, a una dosis de 100 mg/kg/dia.

Protocolos experimentales en los estudios crénicos.

Estudios metabdlicos: balance de agua y sodio en la sexta semana del estudio.
Medida de la presion arterial y frecuencia cardiaca.
Estudio de la reactividad vascular en anillos de aorta tordcica.

Hemograma.
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e Estudio de la agregacién plaquetaria: respuesta a ADPy coldgeno.

e Estudio histopatolégico.

Protocolos experimentales en el estudio agudo.
Para el estudio del efecto del tratamiento agudo del extracto etandlico, los
animales, se distribuyeron en cuatro grandes grupos:

e Grupo Control: animales que no recibieron ningln tratamiento.

e Grupo Control + MAE agudo: ratas que reciben tratamiento agudo con MAE
70% (100 mg/kg/dia) durante 3 dias en la sexta semana del estudio.

e Grupo hipertenso L-NAME: Ratas tratadas con L-NAME (10 mg/kg/dia) durante
6 semanas.

e Grupo hipertenso L-NAME: ratas tratadas con L-NAME durante 6 semanas y
tratadas con MAE (100 mg/kg/dia) durante 3 dias en la sexta semana del
estudio.

Los protocolos experimentales en los estudios del efecto agudo del MAE (3
dias) fueron:

e Estudios metabdlicos: balance de aguay sodio en la sexta semana del estudio,
realizdndose una medida basal antes del inicio del tratamiento agudo y otra
media el Ultimo dia del tratamiento.

e Medida de la presion arterial y frecuencia cardiaca.

e Hemograma.

e Estudio de la agregacién plaquetaria: respuesta a ADPy coldgeno.
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Estudios metabdlicos in vivo y obtencion de muestras.

Este método se ha realizado segln nuestros estudios previos (Tesis Doctoral
Paredes 2015; Paredes 2018a; Paredes 2018b). “Durante la sexta semana de estudio,
las ratas fueron introducidas en jaulas metabdlicas individuales para su
acostumbramiento durante dos dias y al tercer dia se inicié la recogida de datos,
registrdndose la ingesta de agua y comiday el volumen urinario durante 24 h. Se les
suministré comida estandar triturada (Panlab, Barcelona, Espana) y agua libremente
disponible. El L-NAME y el captopril se disolvieron en el agua de bebida, ajustando la
concentraciéon de manera que los animales recibieran la dosis diaria adecuada del
tratamiento. La dieta estadndar contenia 104 mEq/Kg de sodio. Las muestras de orina
fueron centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4i, Jouan,
Saint-Herblain, Francia) para eliminar residuos. Luego, se dividieron en dos fracciones,
que se congelaron a-80°C, para andlisis de diversas sustancias, y la otra se mantuvo a
4°C para medir la concentracion de sodio. Los pardmetros analizados fueron:

-Ingesta de comida y agua: Se calculé mediante la diferencia entre el peso de la

comida (g/24h) o agua (ml/24h) colocada en el comedero o bebedero,
respectivamente, y el residuo después de 24 horas.

-Volumen urinario (Vu): Se determiné restando el peso del recipiente vacio del

peso del recipiente con la orina recolectada durante 24 horas.

- Concentracién urinaria de sodio (Nau): Se midié utilizando un electrodo idénico

selectivo que determina el potencial (mV) de sodio en la solucién. El electrodo,
combinado con un electrodo de referencia, tiene una membrana especifica para Na+

(Glass Micro-Sodium Combination Electrode 9811BN; Thermo Scientific Orion, USA).
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Se calibré el electrodo con soluciones de Na+ de concentraciones conocidas antes de
realizar las mediciones.

- Ingesta de sodio (Nai): Se calculé usando la fFérmula Nai (mEg/24h) = Pc

(g/24h) x Nac (mEqg/qg), donde Pc es el peso de la comida y Nac es la concentracién de
Na en la comida.

- Excrecién urinaria de sodio (ExUNa): Se obtuvo mediante la férmula EXUNa

(mEg/24h) =Vu (L/24h) x Nau (mEqg/L).

- Balance de sodio (BNa): Se calculé como la diferencia entre la ingesta diaria de

Nay su excrecién urinaria en 24 horas, sin considerar la excrecién fecal de Na, que es
minima. La férmula es BNa (mEg/24h/100 g peso) = Nai — ExUNa (ambos,

mEq/24h/100 g peso).”

Medida de la presion arterial en rata anestesiada. Extraccion de muestras de

sangre, tejidos y eutanasia.

El dia del experimento, los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sddico (60 mg/kg) intraperitonealy se les colocé sobre una manta termostatada para
mantener la temperatura corporal a 37°C. El pentobarbital se preparé a partir de una
solucién comercial de 200 mg/ml (Dolethal, CIMAVet) y diluyéndola en tampén
fosfato estéril. Se canuld la arteria femoral con una cdnula de polietileno (PE-50) para
la determinacién directa de presiéon arterial media (PAM), sistélica, diastélica y
frecuencia cardiaca (sistema de registro PowerLab, ADInstruments). Tras el registro
de la presion durante unos 5 minutos, se procedié a realizar una laparotomia, para la
obtencién de muestras de sangre y tejidos (aorta, corazén y rindn). Tras la extraccion

de sangre y previo a la extraccién de tejidos, se realiz6 la eutanasia.
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Estudio de la reactividad vascular en anillos adrticos de rata.

“Este protocolo se ha realizado siguiendo la metodologia empleada en
multitud de estudios de nuestro laboratorio (Tesis Doctoral Paredes MD 2015;
Paredes 2018a; Paredes 2018b). En los animales en los que se realizé el estudio de la
reactividad vascular, la aorta tordcica se extrajo rdpidamente tras la eutanasia y se
colocd en una solucién de Krebs oxigenada con carbégeno (95% 02, 5% CO2;
Sociedad Espanola del Oxigeno, Murcia) a 37°C y pH 7,4, donde se limpié
cuidadosamente de grasay tejidos circundantes. La composicién de la soluciéon Krebs
fue: NaCl 128 mM, KCl 4.7 mM, MgCl2.6H20 1.2 mM, KH2P0O4 1.2 mM, CaCl2.2H20
2.5 mM, EDTA 0.01 mM, NaHCO3 12.5 mM vy glucosa (C6H1206) 11 mM. Una vez
limpia, la aorta se cortd en 4 anillos de aproximadamente 4 mm de longitud. Cada
anillo se montdé en un dispositivo que consistia en dos alambres finos de acero
inoxidable: uno fijo a la pared de la cdmaray otro, paralelo al primero, conectado a un
transductor isométrico de senales (TRI202P, Panlab, Barcelona). Este transductor
media los cambios en la tensién (en gramos) causados por las contracciones
isométricas de los anillos. Las sefales se amplificaron utilizando un amplificador
FE228y se registraron mediante un sistema de adquisicién de datos (PowerLab 8/30)
conectado a un ordenador, con anélisis realizado por el software LabChart 8.0 (FE228,
Powerlab 8/30y LabChart 8.0 ADInstruments, Oxford, UK). Cada anillo se colocé en
un bano de 10 ml de solucién Krebs burbujeada con carbégeno, en un aparato (LE
01004, Panlab, Barcelona) con doble pared de vidrio que formaba un circuito cerrado
para el paso de agua a 37°C, gracias a un termostato. El burbujeo continuo de
carbdégeno aseguraba una adecuada oxigenacién y mantenimiento del pH fisiolégico

(7,3-7,4). Los banos también contaban con un sistema de aspiracién para el lavado de
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las preparaciones. Los anillos se tensionaron inicialmente a 2 gramos con un tornillo
micrométrico y se mantuvieron en estabilizacién durante 60 minutos antes de los
experimentos, con renovacién del liquido cada 15 minutos y reajuste continuo de la
tensién basal a 2 g, considerada éptima para la contracciéon. Tras la estabilizacién, se
realizaron dos curvas dosis-respuesta consecutivas: una para vasoconstriccion y otra
para vasodilatacién.”

“En el primer experimento, se administran dosis progresivas y acumulativas de
L-fenilefrina, desde 10° M hasta 10* M. Tras cada dosis, se realizan lavados con
solucién Krebs para eliminar el farmaco, seguido de un periodo de estabilizacion de
30 a 40 minutos hasta restablecer la tension basal é6ptima de 2 gramos. En los grupos
tratados con elinhibidor de la NOS, L-NAME, se anade a los banos a una concentracién

de 10* M de manera aguda, 30 minutos antes de realizar la curva correspondiente.”

“Para la curva de vasodilatacién, se aplican concentraciones crecientes vy
acumulativas de acetilcolina, de 10° M a 10* M, después de una fase de
vasoconstriccién inducida por una dosis de fenilefrina que genera aproximadamente
el 70% de la contraccion maxima. Las diferentes concentraciones de acetilcolina se
administran una vez que se ha alcanzado la respuesta maxima a la dosis anterior. Esto
permite evaluar la vasodilatacién dependiente del endotelio. Al concluir la curva de
acetilcolina, se agrega nitroprusiato sédico a 10" M para medir la vasodilatacién
independiente del endotelio. La respuesta de contraccion a la fenilefrina se mide en
gramos en relacién con el valor basal de 2 g, mientras que la relajaciéon inducida por
acetilcolina y nitroprusiato sédico se expresa como un porcentaje de la contraccion

maxima provocada por fenilefrina. Ademads, se calculan las dosis efectivas al 50%
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(DE50) para fenilefrinay acetilcolina mediante un andlisis de regresién individual para

cada anillo.”

Muestras de sangre, plasmay tejido.

“Este protocolo se ha realizado siguiendo la metodologia empleada en
multitud de estudios de nuestro laboratorio (Tesis Doctoral Paredes MD 2015;
Paredes 2018a; Paredes 2018b). Se obtuvo una muestra de sangre de 80-100 pL
anticoagulada (EDTA) y se realizé un hemograma utilizando un analizador
hematolégico adaptado a medidas en pequenos animales (NK6550 Analizador
Hematoldégico, Nihon Kohden Corporation). Los pardmetros medidos fueron
recuento de glébulos rojos, blancos y plaquetas, volumen plaquetario medio y

hemoglobina. “

“En cuanto a los tejidos, ademas de la aorta toracica para el estudio de la
reactividad vascular, se extrajeron también la aorta abdominal, el corazén y rinones
para el andlisis histopatolégico posterior. Ademas se tomaron muestras adicionales
de aorta abdominal, rindén, plasmay orina, que se almacenaron en un congelador a -

80°C para su uso futuro”.

Estudio de la agregacion plaquetaria.

“Este protocolo se ha realizado siguiendo la metodologia empleada en
multitud de estudios de nuestro laboratorio (Tesis Doctoral Paredes MD 2015;

Paredes 2018a; Paredes 2018b). El estudio de la agregacién plaquetaria en respuesta
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a agonistas se realizé en plaquetas lavadas. Para ello se obtuvo, de la aorta
abdominal, una muestra de sangre directamente en una solucién anticoagulante de
ACG (acido citrico 52 mM, citrato sédico 80 mMy glucosa 180 mM), a una dosis de 850
L en 5mL de sangre). A esta sangre con ACG se le anadié apirasa (5u/mL de una
solucién de 40 pyg/m) y prostaglandina E1 (10 pL/mL de una solucién 50 pM, para
prevenir la activacién de las plaquetas durante la centrifugacién. La muestra de
sangre ACG se deja reposar 15 minutos y seguidamente es centrifugada a 180g
durante 10 min (Digicen 21R, OrtoAlresa, Madrid, Espafna), obteniéndose el plasma
rico en plaquetas o PRP. El PRP se vuelve a centrifugar a 800g durante 15 min para
precipitar las plaguetas y posteriormente son lavadas 2 con tampén hepes (136 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, TmM MgCl2, 5,6 mM glucosa, 35 mM HEPES, NaH2PO4 0,42 mM), al
que se le anadié 0,5 mM de EGTA, albumina (3,5 mg/mL) y se ajustd el pH a 6,5. Las
plaquetas lavadas fueron resuspendidas en tampén hepes sin Ca2+, al que se le
anadié albimina (1 mg/mL) y se ajustd el pH a 7,4. La concentracién de plaquetas en
los estudios fue de 2x108 plaquetas/mL, ajustadas mediante la medida de su
concentracién con el analizador hematoldgico. Las plaguetas se mantenian en todo
momento a 19°C en un bano termostatado. El Ca2+ se anadio justo antes de iniciarse
los experimentos. Se estudié la respuesta de agregacién a dos agonistas
plaquetarios: adenosin difosfato o ADP (0,75; 1,25; 2,5; 5; 10 y 20 yM) y coldgeno
(0,75; 1,25; 2,5y 5 uM) en un agregémetro éptico de 2 canales (Chronolog, modelo

700, Chronolog Corporation, Havertown, PA 19083, Inglaterra).”

Compuestos quimicos

Todos los compuestos quimicos empleados en el estudio fueron adquiridos a

través de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafna), a excepcién de aquellos casos especificos
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gue se mencionan. Para el estudio de reactividad vascular, la acetilcolina, Fenilefrina,
nitroprusiato sédico y L-NAME se disolvieron en agua destilada y se almacenaron
congelados a -80°C. Estos compuestos se diluyeron en solucién Krebs para obtener
las concentraciones requeridas el dia de su uso, y la concentracién final se expresa

como la concentracién en el bano de érganos.

Estudio histopatolégico

Las muestras de tejido cardiaco, aorta abdominal y rinén fueron fijadas en
formalina tamponada al 4% (Panreac, Barcelona, Espana) durante 24 horas a
temperatura ambiente y en agitacién y posteriormente mantenidas a 4°C en alcohol
etilico al 70% hasta su procesamiento. Se selecciond una seccién transversal de 0,5
cm de rindn que incluia cortical y medular, tres secciones transversales de tejido
cardiaco a diferentes alturas de cavidades ventriculares y una seccién transversal de
la aorta abdominal.

El procesamiento de las muestras se realizé por la Plataforma de Patologia del
Instituto de Investigacién Biosanitaria Pascual Parrilla (IMIB). Tras confeccionar un
bloque de parafina, las muestras fueron cortadas mediante un microtomo rotatorio
Shandon Finesse 325 a 4 micras de espesor. Brevemente, las secciones tisulares
fueron recogidas en bano de flotacién, depositadas sobre portaobjetos y secadas en
estufa a 37°C durante 24 h. Las secciones tisulares fueron tefidas con tincién de
Hematoxilina y Eosina (H&E). Ademas, se cuantific6 el grado de fibrosis renal
mediante la tincién de Sirius Red.

Para cuantificar los diversos parametros como el drea de fibrosis, grosor de la
capa media arterial, etc., se utilizdé software de andlisis de imagenes. Concretamente,

SliveViewer 2.7 vO01 (3DHISTECH Ltd, Hungary) y Fiji (ImageJ). SliveViewer es un
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software gratuito de capturay procesamiento de imdgenes, que se usa para visualizar
y gestionar imagenes histoldgicas digitalizadas, permitiendo medir distancias y dreas
en una seccién de tejido con alta resolucion. Fiji (ImageJ) es un software gratuitoy de
cddigo abierto ampliamente utilizado en investigacién biomédica para analizar
imdgenes microscopicas, en este caso obtenidas con SliveViewer. Fuji se utilizé para
cuantificar la fibrosis renal.
Se valoraron los siguientes pardmetros histoldgicos, que pueden reflejar el

dano causado por la hipertensiény la posible reversién con el tratamiento (figuras 2 y
3):

- Corazon. Se midi6 el “Espesor (grosor) del tabique interventricular” medido en la

zona media de las cavidades cardiacas y el “indice de remodelado” del ventriculo

izquierdo, expresado como ratio espesor de la pared interventricular/area total

ventricular.

- Aorta tordcica. Se midi6 el “Espesor de la pared adrtica” (de la capa media) y el

“indice de remodelado” vascular”, expresado como ratio espesor de la pared/area

total adrticay cémo indice de grosor relativo (2xgrosor pared/didmetro luminal).

- Rinén. Como marcador de dano renal crénico se midid el grado de fibrosis renal

cortical, mediante la tincion de Red Sirius. Concretamente el porcentaje de

“glomerulosclerosis y de fibrosis tibulointersticial y vascular/perivascular”.
Calculo del indice de Remodelado en corazén y aorta:

Grosor de la pared: Mide el espesor de la pared del ventriculo o la aorta. Para el

ventriculo, mide desde el endocardio hasta el epicardio; para la aorta, mide el
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espesor de la tlnica media. Se tomaron 3 medidas en cada caso y se calculd la

media.

Area del lumen: Mide el drea del lumen (espacio interno) del ventriculo o la aorta.

Area de la pared: Calcula el drea de la pared muscular del ventriculo o de la aorta,

excluyendo el lumen. Resulta de restar el drea externa menos el drea luminal.

Didmetro luminal de la aorta: Es el didmetro del lumen del vaso, medido de un

borde interno a otro borde interno. Se tomaron 3 medidas de caday se calculé la

media.

El “indice de remodelado” del ventriculo izquierdo, se calculé usando la relacién

entre el drea de la paredy el drea total (suma de la pared mas el drea del lumen):
Ratio espesor de la pared/luz = Area de la pared / Area de la pared+Area del

lumen.

El “indice de remodelado” en la aorta, se calculé de dos formas, con la ratio

espesor de la pared/luz = Area de la pared / Area de la pared+Area del lumeny con

el indice de grosor relativo = 2 x grosor pared aértica / didmetro luminal.

Un aumento en el indice de remodelado sugiere remodelado concéntrico

donde se produce hipertrofia o engrosamiento de la pared en relacién con el

didmetro del vaso, comdn en hipertensién arterial. Una disminucién del indice de

remodelado, mientras que una disminucién puede indicar atrofia o adelgazamiento

del tejido (remodelado excéntrico), lo que puede ocurrir en ciertas enfermedades

vasculares crénicas, donde hay dilatacién del lumen sin aumento proporcional del

grosor de la pared.
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Figura 2. Medicion del espesor de la pared, diametro luz y areas externa y luminal
en la aorta ABDOMINAL de una rata control (Hematoxilina 5x, respectivamente).

Figura 3. Medicion del espesor del tabique interventricular y areas externay luminal en
el ventriculo izquierdo, corte medio de una rata control (Hematoxilina 0,3x y 1,0x,
respectivamente).
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Medida de la fibrosis renal

La tincién de rojo Sirio (Sirius Red) es una técnica ampliamente utilizada para
evaluary cuantificar la fibrosis en tejidos, como el rifdn, debido a su alta especificidad
para el coldgeno, especialmente los tipos 1 y I, los cuales son componentes clave de la
fibrosis. Se obtuvieron imagenes de tibulos (20x), glomérulos (63x) y vasos (100x)
con el software SlideViewer 2.7 v01, realizando 6 medidas de cada zona/rinén. Con el
software de anélisis de imagenes (Fiji) se cuantificé la proporcién de area tenida de
rojo (% de fibrosis) en cada imagen. Para ello, se realizé la deconvolucién de las
imagenes mediante el plugin “Colour Deconvolution”. La imagen del canal rojo
resaltard el coldgeno tenido con Rojo Sirio, mientras que los canales verde y azul
mostrardn otros componentes tisulares y colores residuales. Posteriomente se
ajustaron los umbrales (“Set threshold”) para segmentar el coldgeno tenido de rojo
eliminando ruido de fondo (componentes no deseados. Se medio el drea tefiday se
expresé como un porcentaje del drea total del campo de visién, lo que proporciona
una medida cuantitativa del grado de fibrosis (figura 4). Para el calculo del porcentaje

de fibrosis se usé esta féormula:

Porcentaje de Fibrosis = Area del coldgeno / Area totalx100
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Figura 4. Ejemplo de medicion del % de fibrosis tubular en una imagen de la corteza
renal (Rojo Sirio, 20x).

Métodos estadisticos

Los resultados se presentan como la media aritmética y la desviacién estandar
de la media. Para evaluar las diferencias dentro de un mismo grupo en los estudios de
reactividad vascular, se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) para comparaciones
multiples. Cuando se obtuvieron resultados significativos, se aplicé el test de Duncan
para identificar las diferencias estadisticas entre pares. La respuesta contractil a la
fenilefrina se muestra en gramos, mientras que las respuestas de relajacién a la
acetilcolina se expresan como un porcentaje de la contraccién inducida por
fenilefrina. Los valores de la dosis efectiva del 50% (ED50) se calcularon mediante
andlisis de regresién para cada anillo por separado, y las diferencias entre grupos se

evaluaron utilizando la prueba t de Student. Las diferencias entre grupos se
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analizaron mediante ANOVA de dos vias para comparaciones multiples, y si era
necesario, se realizdé un test de Duncan posterior. Para otras comparaciones entre
grupos, se utilizé el andlisis de varianza de una sola via. En los experimentos de cultivo
celular, se compararon las medias utilizando ANOVA seguido de la prueba post-hoc
de Bonferroni. Un valor de p <0.05 se consideré estadisticamente significativo en

todos los analisis.
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Resultados

Evaluacioén in vitro de la biocompatibilidad y/o citotoxicidad de los diferentes

extractos de hoja de morera.

Se estudio el efecto de los distintos extractos de hoja de morera desarrollados
sobre el crecimiento y proliferacién celular, utilizando para ello la linea de
fibroblastos de ratén L929. Mediante el ensayo del PB, se comparoé la proliferacion de
las células expuestas a las distintas muestras de estudio, con las células control, sin
ningun tipo de exposicién a ningln agente externo al cultivo. La figura 5 muestra los

resultados obtenidos de este ensayo.
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Figura 5. Porcentajes de proliferaciéon de la linea celular L929 tras la exposicién a los
diferentes extractos de morera de estudio (MAE), con distintos agentes extractantes
(etanolal 50%y 70%, y en acuoso), comparados con capsulas comerciales de extracto
de morera, y a distintas concentraciones. Los asteriscos (*) muestran resultados
estadisticamente distintos al control de las células creciendo sin exposicién a ningln
agente.

Todas las muestras ensayadas resultaron en un crecimiento celular similar al
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control, a excepcién de las células creciendo en exposicién al extracto de morera en
acuoso a la concentracién de 25 pg/ml que tuvieron una mayor proliferaciéon con
respecto a las células control y el caso de las células creciendo expuestas a 100 ug/ml
del extracto etanélico de morera, con etanol al 70% como agente extractante, las
cuales presentaron un porcentaje de proliferacién estadisticamente menor a las
células control. No obstante, este menor porcentaje de crecimiento celular en esta
muestra de MAE 70% 100 pg/ml fue de un 91%, muy por encima del 70% de
proliferaciéon celular que se considera el umbral para hablar de citotoxidad (ISO
10993-5:2009). En definitiva, ninguno de los extractos desarrollados presentd
citotoxidad celular, asi como ninguno de los agentes extractantes, etanol al 70% vy al
50%, a concentracién similar a la mas alta de los tratamientos de estudio (500 pg/ml

de MAE).

Evaluacionin vitro de la capacidad antiinflamatoria de los diferentes extractos de

hoja de morera.

Analisis de 6xido nitrico en el sobrenadante de cultivo celular.

Para evaluar la capacidad antiinflamatoria de los diferentes extractos de
morera desarrollados, se analizé la produccién celular de NO como respuesta a una
induccién de inflamaciéon con LPS en la linea de macréfagos de ratén RAW 264.7.
Debido a su alta inestabilidad en el medio, la produccién de NO se cuantificé de
manera indirecta midiendo la concentracién de nitritos mediante el ensayo con el
reactivo de Griess, a partir de una recta estandar de concentracién de nitrito de sodio

(Figura 6). A las 24h de la induccién de la inflamacién con LPS y la adicién de las
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muestras de extractos al cultivo, se analizaron los datos obtenidos.
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Figura 6. Recta estandar de concentraciéon de nitrito de sodio para
ensayo con del reactivo de Griess.
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Figura 7. Produccién de NO en células RAW 264.7 tras lainduccion de inflamacién con
LPS y efecto de la exposicion a distintas concentraciones de extractos de morera
durante 24h. Se muestran las medias * desviacién estdndar. Los asteriscos (*)
muestran resultados estadisticamente distintos entre las distintas muestras y el
control positivo de inflamacién (LPS) y los puntos (®) muestran resultados
estadisticamente distintos entre las distintas muestras y el control positivo de
antiinflamacion (quercetina) p < 0,05. Ambos controles (LPS y quercetina) mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
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Todos los extractos desarrollados presentaron capacidad antiinflamatoria,
reduciendo los niveles de NO de manera dosis-dependiente (figura 7). Esta reduccién
fue mas evidente en el caso de los extractos etandlicos, donde las dosis de 200 y 500
ug/ml disminuyen significativamente la produccién de NO con respecto al control
positivo de inflamacién con LPS y obteniendo el mismo resultado a concentraciones
de 100 pyg/ml en el caso del MAE 70%. Cabe decir que esta dosis intermedia de 100
ug/ml coincide con la concentracién de estudio mas ampliamente consensuada en la

bibliografia existente.

El extracto en acuoso también mostré cierta capacidad antiinflamatoria a la
concentracién de estudio de 500 pg/ml, reduciendo los niveles de NO en el medio de
cultivo, aunque de manera menos intensa que en el caso de los extractos de morera

etandlicos.

Por el contrario, no se advirtié efecto antiinflamatorio alguno, en cuanto a la
reduccion de la concentracion de NO en el cultivo, en los casos de estudio usando las

capsulas comerciales de EE.UU.
Ensayo in vitro de la actividad antioxidante de los extractos de morera.

En base a la estrecha relacion existente entre la inflamacién y el estrés
oxidativo, se estudié la capacidad antioxidante de los distintos extractos de morera
desarrollados mediante la cuantificacién de los niveles de ROS intracelulares,
utilizando la linea celular RAW 264.7, estimuladas con LPS y tinendo las células con
DCF-DA a las 24h para obtener las medidas de fluorescencia correspondientes a la

produccién de ROS. Estos resultados se muestran en la figura 8.
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Figura 8. Produccién de ROS en células RAW 264.7 tras la induccién de estrés
oxidativo con LPS y efecto de la exposicién a distintas concentraciones de extractos
de morera durante 24h. Se muestran las medias + desviacién estandar de las unidades
de fluorescencia relativa (RFU). Los asteriscos (*) muestran resultados
estadisticamente distintos entre las distintas muestras y el control positivo de
oxidacion (LPS) y los puntos (¢) muestran resultados estadisticamente distintos entre
las distintas muestras y el control positivo de antioxidacién (quercetina) p < 0,05.
Ambos controles (LPS y quercetina) mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos.

Ciertamente, las células estimuladas con LPS mostraron niveles aumentados
de ROS intracelulares con respecto a las células control sin estimulo, las cuales,
mostraron valores estadisticamente similares a las estimuladas con LPS pero
expuestas a quercetina 20uM (control positivo de antioxidacién). En cuanto a los
extractos de hoja de morera estudiados, los resultados obtenidos mostraron la
capacidad ambos extractos etanélicos para reducir el estrés oxidativo inducido porun
estimulo inflamatorio como es el LPS. Esta reduccién en los niveles intracelulares de

ROS fue mas pronunciada en el caso de las muestras de MAE 70%, siguiendo un

patrén dosis-dependiente y alcanzando valores estadisticamente similares al control
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sin estimulo y al control con quercetina en el caso de estudio de 500pg/ml. En cambio,
tratamiento del cultivo con el extracto acuoso de morera, asi como con las cdpsulas
de extracto comerciales, no mostré disminuciones significativas en la produccién de
ROS, sino valores similares al control positivo de oxidaciéon con LPS, alcanzando
incluso valores mas altos en el caso de estudio de las capsulas a 500ug/ml.

Estos resultados confirman la buena actividad antioxidante exhibida por los
extractos etandlicos, destacando la capacidad de la hoja de morera para reducir el

estrés oxidativo inducido por un proceso inflamatorio.

Analisis de citoquinas inflamatorias en el sobrenadante de cultivo celular.

En las tablas 1 a 5 se muestran los resultados obtenidos en los distintos ELISAs
utilizados para la medicién de IL-1, IL-6 y TNF en respuesta a distintas concentraciones
y cantidades de los tipos de MAE usados, asi como la respuesta a quercetina y

lipopolisacarido (LPS). Las figuras 9 a 11 muestran los mismos datos de manera

grafica.
Tabla 1. Niveles de citoquinas en relacién a la concentracion de MAE 70%.
MAE 70% MAE 70% MAE 70% MAE 70% MAE 70%
25 pg/ml 50 pg/ml | 100 pg/ml | 200 pg/ml | 500 pg/ml
IL-1 64,4 56,4 46,8 24,8 1,0
IL-6 301,4 150,1 81,8 9,7 3,5
TNF 5019,3 4437,4 4319,5 4086,4 3009,1

Tabla 2. Niveles de citoquinas en relacién a la concentracién de MAE 50%.

MAE 50% | MAE50% | MAE50% | MAE50% & MAE 50%

25 ug/ml 50 pg/ml 100 pyg/ml | 200 pg/ml | 500 ug/ml
IL-1 60,9 63,7 56,6 51,9 13,7
IL-6 288,8 252,7 212,7 142,1 23,4
TNF 4442,6 4028,8 3907,1 3719,5 3559,3
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Tabla 3. Niveles de citoquinas en relacién a la concentracién de MAE Acuoso.

MAE MAE MAE MAE MAE
Acuoso 25 | Acuoso 50 |Acuoso 100 Acuoso 200 | Acuoso 500
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
IL-1 69,6 66,5 69,2 70,3 78,3
IL-6 426,5 367,3 354,9 320,1 292,3
TNF 4254,4 3906,4 3790,0 3843,1 3795,5

Tabla 4. Niveles de citoquinas en relacién a la concentracién de cdpsulas.

Capsulas | Capsulas | Capsulas | Capsulas | Céapsulas

25 ugliml 50 pg/ml 100 pg/ml | 200 pg/ml | 500 pg/ml
IL-1 67,9 67,7 64,0 69,6 74,3
IL-6 471,5 568,4 476,5 539,7 626,7
TNF 3693,1 3765,8 3710,9 3661,8 3661,8

80,0
70,0
60,0

Tabla 5. Niveles de citoquinas en tres situaciones experimentales.

Ql;((a)r;:;m LPS 1 pg/iml| Control
IL-1 37,6 70,4 2,9
IL-6 661,4 471,9 15,7
TNF 4089,3 4073,5 255,0
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Figura 9. Produccién de IL-1 en las distintas situaciones experimentales.
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Figura 10. Produccién de IL-6 en las distintas situaciones experimentales.
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Figura 11. Produccién de TNF en las distintas situaciones experimentales.

Presion arterial.

A continuacién se presentan los datos de las ratas que durante 6 semanas
reciben NAME (100ug/Kg/dia) o placebo en el agua de bebida (Control) o NAME + el

extracto de Morus alba (MAE) (100 mg/kg/dia por gavaje) y Name+Captopril. En la
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figura 12, se muestra el peso de los animales en el momento del experimento, asi

como la frecuencia cardiaca. No hubo diferencias significativas entre grupos.

mControl ML-NAME m+MAE M+ Captopril

1

Peso (g) FC (lat/min)

Figura 12. Peso corporal y frecuencia cardiaca en los grupos experimentales.
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En la figura 13, se observa la PA media (PAM), asi como la PA sistélica (PAS) y PA
diastélica (PAD) en los grupos experimentales. Como se ve, el tratamiento crénico
con L-NAME indujo un fuerte aumento de la PAM, PAS y PAD, mientras que el
tratamiento simultdneo con MAE o Captopril lo redujeron en gran medida, de forma
significativa, aunque sin alcanzar los valores del grupo control, en el caso del grupo

tratado con el extracto MAE.

El tratamiento agudo (tres dias) con MAE redujo ligera y significativamente la
presion arterial en los animales cronicamente tratados con L-NAME (156,9 + 19,9 vs
143,7 + 10,7 mmHg), sin que tuviera efecto en los animales controles (113,4 + 9,9 vs

115,5+10,2).
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Figura 13. Presion arterial media (PAM), sistolica y diastdlica en los grupos
experimentales (*, p<0.05 vs control).

mmHg

Hemograma.

La tabla 6 muestra los hemogramas de los grupos experimentales. No hubo

diferencias significativas.

Tabla 6. Hemograma en los grupos experimentales.

10%/pL 10%/uL g/dL % fL pg 10¥uL fL

Leucocitos |Eritrocitos Hb Hto VCM HCM Plaquetas VPM

Control 2,59 8,02 14,96 43,21 53,96 18,65 638,88 5,58
0,89 0,52 0,91 2,18 1,46 0,44 109,02 0,17

L-NAME 2,18 8,24 15,26 43,49 52,81 18,54 647,38 5,58
0,81 0,34 0,68 1,56 0,81 0,74 70,46 0,21

+ MAE 2,45 7,94 14,72 42,17 53,17 18,57 612,33 5,50
1,29 0,55 0,68 2,43 1,23 0,53 76,33 0,11

+ Captopril 2,65 8,00 14,85 42,74 53,46 18,57 634,45 5,50
1,32 0,62 1.14 3,30 2,64 0,85 135,33 0,22

+ MAE agudo 2,63 8,34 15,45 44,85 53,87 18,53 620,67 5,62
0,67 0,59 1,02 3,02 1,93 0,74 48,21 0,17
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Reactividad vascular.

La respuesta vasoconstrictora de los anillos adrticos a la fenilefrina se muestra
en la figura 14. Como se observa, la respuesta del grupo tratado créonicamente con L-
NAME fue superior a la del control y el tratamiento simultdneo con MAE la redujo,
pero todavia fue mayor que la de los animales controles. El tratamiento con captopril
redujo la respuesta vasoconstrictora. Los datos de la dosis efectiva 50 (en mM), pD2 (-

M)y respuesta maxima (g) se muestran en la tabla 7.

En la figura 15 y tabla 8 se pueden ver los datos de reactividad vascular a
fenilefrina en los grupos experimentales, en los que se anadié de forma aguda L-
NAME, para inhibir toda la sintesis de NO. La respuesta fue mucho mayor que en los
animales sin tratar (figura 14), aunque las diferencias persistieron de la misma

manera.

La figura 16y la tabla 9 muestran los resultados de la respuesta vasodilatadora
a acetilcolina. El grupo control y el de captopril mostraron la maxima respuesta
vasodilatadora (cercana al 90%), mientras que la del grupo L-NAME fue de un 10%. El
tratamiento con MAE en estos animales mejoré claramente la respuesta
vasodilatadora hasta llegar casi al 60%. En el caso de los grupos tratados de forma

cronica con L-NAME, la respuesta vasodilatadora estaba practicamente abolida.

La respuesta vasodilatadora a nitroprusiato sédico realizada al final de los
experimentos fue practicamente del 100% sin diferencias entre grupos (figura 17 y

tabla 10).
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Figuras de reactividad vascular.
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Figura 14. Respuesta contractil a fenilefrina en los grupos experimentales.

Tabla 7. Datos de reactividad en respuesta a fenilefrina de los
experimentos de la figura 1. Se muestran media y desviacion estandar (*,
p<0.05 vs Control).

ED50 pD2 Max
Control 0,499 6,302 2,791
0,002 0,002 0,145
L-NAME 0,517* 6,288* 3,793*
0,006 0,005 0,550
MAE 0,508* 6,294* 3,372*
0,003 0,003 0,316
Captopril 0,496 6,304 2,495
0,003 0,003 0,176
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Figura 15. Respuesta contractil a fenilefrina en los anillos adrticos de los grupos
experimentales tratados de forma aguda con L-NAME.

Tabla 8. Datos de reactividad en respuesta a fenilefrina de los
experimentos de la figura 14. Se muestran media y desviacién
estandar (*, p<0.05 vs Control; +, p<0.05 MAE vs L-NAME).

L-NAME

agudo ED50 pD2 Max
Control 0,556 6,257 5,937
0,006 0,004 0,228

L-NAME 0,523* 6,282* 4,195*
0,007 0,005 0,618

MAE 0,546+ 6,263+ 5,494+
0,004 0,003 0,329

Captopril 0,539* 6,269* 5112*
0,003 0,002 0,158
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Figura 16. Respuesta relajante en respuesta a acetilcolina en anillos de los grupos
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experimentales y en los tratados de forma aguda con L-NAME.

Tabla 9. Datos de relajacion en respuesta a acetilcolina de los
experimentos de la figura 5. Se muestran media y desviacidon
estandar (*, p<0.05 vs Control; +, p<0.05 MAE vs L-NAME).

ED50 pD2 Max
Control 8,379 5,079 87,723
0,518 0,026 1,767
L-NAME 0,743* 6,143* 13,786*
0,067 0,042 4,771
MAE 2,794%+ 5,562*+ | 54,154*+
0,224 0,032 3,623
Captopril 7,834 5,110 85,539
0,416 0,024 1,642
L-NAME
agudo ED50 pD2 Max
Control 0,487 6,313 1,591
0,005 0,005 0,571
L-NAME 0,469* 6,329* 0,842*
0,005 0,005 0,533
MAE 0,507 6,299 2,618
0,029 0,023 2,646
Captopril 0,539 6,275 4,598
0,037 0,028 1,953
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Figura 17. Respuesta relajante a nitroprusiato soédico en los grupos experimentales.

Tabla 10. Media y desviacion estandar de la respuesta
vasodilatadora a nitroprusiato sédico (%).
Control L-NAME MAE Captopril
Media 98,63 98,65 97,53 98,81
DE 0,57 1,19 1,34 0,83
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Agregacion plaquetaria.

Las figuras 18 y 19 muestran los porcentajes de agregacién plaguetaria en los
grupos de animales tratados crénicamente con L-NAME, con L-NAME+MAE y con L-
NAME+Captopril. Aunque los valores maximos alcanzados son bastante similares, hay
diferencias en las respuestas completas, como se evidencia con los respectivos
ANOVAs, que dan un resultado significativo entre grupos. Igual ocurre si analizamos
las respuestas del drea bajo la curva (tablas 11y 12) y de la pendiente de la curva
(tablas 13 y 14). Se decidié6 no hacer estadistica punto por punto lo que daria
probablemente muchos resultados, pero de dificil interpretacion clinica.

En vez de eso, hemos calculado los datos de ED50 de los distintos grupos para
obtener una respuesta mas clara, indicativa o no de un cambio de la respuesta global
(tabla 15). Sélo el grupo tratado créonicamente con MAE mostré una menor ED50 en
relacién al grupo control (p<0.05). No hubo diferencias significativas en ninguna otra
de las comparaciones.

Finalmente, las figuras 20y 21 y la tabla 18 muestran la respuesta obtenida al
tratar a un grupo de ratas L-NAME con MAE durante 3 dias. Se observaron diferencias
entre las curvas, aunque ninguno de los pardmetros analizados (tablas 18 y 19)

mostré diferencias significativas.
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Figura 18. Curvas de agregacién plaquetaria en respuesta a ADP.
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Figura 19. Curvas de agregacion plaquetaria en respuesta a Colageno.
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Tabla 11. Area bajo la curva (AUC) de las respuestas de agregacién a ADP.

AUC

0,75 1,25 2,5 5 10 20

Control 24,63 98,76 | 208,39 | 276,31 | 342,75 | 365,81
17,46 54.71 42,74 | 3489 | 1219 | 21,84
L-NAME | 132,93 | 203,55 | 296,70 | 330,30 | 371,24 | 389,54
89,72 87.34 75,36 | 53,60 | 41,70 | 38,12
MAE 3743 | 143,15 | 261,07 | 320,20 | 373,37 | 384,30
24,16 46,73 29,74 |1 1794 | 30,13 | 12,06
Captopril| 23,73 | 108,23 | 225,14 | 306,24 | 337,91 | 355,73
17,54 48,58 43,42 | 4065 | 2732 | 25,82

Tabla 12. Area bajo la curva (AUC) de las respuestas de agregacién a Colageno.

AUC

0,75 1,25 2,5 5

Control 23,21 | 113,77 | 251,87 | 337,91
19,05 | 31,13 22,71 53,63
L-NAME | 102,90 | 214,72 | 328,52 | 384,02
51,91 | 64,17 57,21 51,92
MAE 53,90 | 132,68 | 243,58 | 370,14
18,65 | 54,35 63,82 30,10
Captopril | 22,51 79,26 175,30 | 304,77
12,44 | 28,94 59,95 47,29
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Tabla 13. Pendiente de las respuestas de agregacion a ADP.

Pendiente

0,75 1,25 25 5 10 20

Control 20,63 43,00 57,00 65,13 67,00 69,25
10,00 9,37 10,74 6,38 0,44 9,65
L-NAME | 35,38 51,75 63,00 67,63 71,25 73,75
16,41 15,36 13,73 12,06 11,23 12,02
MAE 20,00 50,17 62,83 69,17 74,17 72,00
3,79 417 3,87 475 3,13 7,46
Captopril| 25,14 48,86 58,43 65,43 63,00 65,29
13,52 0,56 7,46 7.41 8,66 5,56

Tabla 14. Pendiente de las respuestas de agregacion a Colageno.

Pendiente

0,75 1.25 2.5 5

Control 4.86 20,14 37,00 50,14
2,79 6,69 5,77 12,93
L-NAME 14,17 32,33 50,50 57.17
7,73 10,41 12,19 10,98
MAE 7,00 16,80 35,60 57.80
1,87 6,94 13.41 10,71
Captopril | 4,78 12,67 29,11 50,22
1,99 4,58 11.47 9,69

Tabla 15. Valores de ED50 y pD2 de los grupos experimentales de las figuras 18 y 19. *,
p<0.05 vs Control.

ADP ED50 pD2 Colageno| EDSO0 pD2
Control 4,40 5,36 Control 4,17 5,38
0,78 0,08 0,61 0,07

L-NAME 4,97 5,30 L-NAME 4,46 5,36
1,07 0,08 1,07 0,10

MAE 4,66% 5,33 MAE 3,40 5,38
0,50 0,05 1,83 0,07

Captopril| 4,25 5,38 Captopril | 3,41 5,48
0,86 0,09 0,84 0,12
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Figura 20. Curvas de agregacion plaquetaria a ADP en animales L-NAME basal y tras
ser tratados 3 dias con MAE.
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Figura 21. Curvas de agregacién plaquetaria a Coldgeno en animales L-NAME basal y
tras ser tratados 3 dias con MAE.
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Tabla 16. Area bajo la curva (AUC) y Pendiente de las respuestas de agregacion

plaguetaria a ADP en animales L-NAME basal y tras ser tratados 3 dias con MAE.

AUC

0,75 1,25 2,5 5 10 20
L-NAME 132,93 203,55 296,70 330,30 371,24 389,54

89,72 87,34 75,36 53,60 41,70 38,12
MAE 15,07 55,13 193,18 281,87 333,62 356,88

8,90 20,13 45,34 38,81 42,00 31,74

Pendiente

0,75 1,25 2,5 5 10 20
L-NAME 35,38 51,75 63,00 67,63 71,25 73,75

16,41 15,36 13,73 12,06 11,23 12,02
MAE 15,50 4250 58,33 68,83 69,50 71,33

7,87 3,73 6,98 7,73 9,91 9,79

Tabla 17. Area bajo la curva (AUC) y Pendiente de las respuestas de

agregacioén plaquetaria a Colageno en animales L-NAME basal y tras ser
tratados 3 dias con MAE.

AUC

0,75 1.25 2,5 5
L-NAME 102,90 214,72 328,62 384,02

51,91 64,17 57.21 51,92
MAE 30,04 118,30 249,73 321,06

16,42 32,84 40,93 46,19

Pendiente

0,75 1.25 2,5 5
L-NAME 14,17 32,33 50,50 57,17

7,73 10,41 12,19 10,98
MAE 5,75 19,00 38,00 4950

2,05 5,55 8,91 8,55

Tabla 18. Valores de ED50 y pD2 de los grupos experimentales de las figuras 20y 21.

ADP Colageno
MAE 3 dias| ED50 pD2 MAE 3 dias | ED50 pD2
L-NAME 4,97 5,30 L-NAME 446 | 5,36
1,07 0,08 1,07 0,10
MAE 4,59 5,34 MAE 3,91 5,42
0,73 0,08 1,00 0,11
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Estudio anatomopatoldgico.

Corazén.

En la tabla 19 se observan los valores cardiacos. La figura 22 muestra la ratio entre
el espesor de la pared y la luz del ventriculo izquierdo (VI). No hubo diferencias
significativas entre grupos en estos parametros (p=0.85).

Tabla 19. Datos anatomopatoldgicos del ventriculo izquierdo en los
grupos experimentales.

Espesor tabique Area pared Ratio espesor
interventricular .
ventricular (mm? pared/luz Vi
(mm)
Control 2,16 59,04 62,12
0,12 3,44 3,25
NAME 2,77 69,34 74,76
0,43 10,23 11,70
+MAE 2,13 57,10 60,54
0,31 3,76 425
+CAPTOPRIL 2,03 51,07 55,10
0,24 472 5,26

Ratio espesor pared/luz VI

B CONTROL mNAME B MAE ECAPTOPRIL

0,00 I'I.

Figura 22. Ratio entre el espesor de la pared y la luz del ventriculo
izquierdo (VI) en los grupos experimentales.
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Aorta.

En la tabla 20 se observan los valores medidos en la aorta toracica. La figura 23
muestra la ratio del espesor pared/luz adrtica y la figura 24 el indice grosor relativo. No
hubo diferencias significativas entre grupos en estos parametros (p=0.95 en la ratio
espesor pared/luz Aoy p=0.66 en el indice grosor relativo).

Tabla 20. Datos anatomopatolégicos de aorta toracica en los grupos
experimentales (Ao, aorta).

Espesor pared Ao |Area pared adrtica| Ratio espesor ;nr::;

(capa media)(pm) (mm?) pared/luz Ao el
Control 98,52 0,47 0,88 0,16
8,74 0,11 0,13 0,02
NAME 143,81 0,60 1,30 0,28
14,80 0,15 0,26 0,07
+MAE 109,36 0,49 1,05 0,21
15,33 0,18 0,22 0,02
+CAPTOPRIL 89,92 0,31 0,92 0,22
4,88 0,03 0,07 0,02

Ratio espesor pared/luz aorta

B CONTROL EMNAME H MAE B CAPTOPRIL

0,00 ' . .

Figura 23. Ratio entre el espesor de la pared y la luz aédrtica en los grupos
experimentales.
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Indice grosor relativo de la aorta
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Figura 24. Indice del grosor relativo aértico en los grupos experimentales.

Rifion

En la tabla 21 se observan los valores de fibrosis renal tubulo-intersticial,
perivascular y glomerular en los grupos experimentales. Los datos fueron
significativamente mayores en el grupo NAME respecto al control y tanto el tratamiento
con MAE como con Captopril los normalizaron sin que existieran diferencias
significativas con el grupo control. La figura 25 muestra cada uno de estos datos de
manera grafica.

Tabla 21. Datos anatomopatolégicos de rifidn en los grupos
experimentales (*, p<0.05 vs Control; +, p<0.05 vs NAME).

Fibrosis renal Fibrosis renal Fibrosis renal
tabulo-intersticial| perivascular glomerular
Control 4.30 3,49 13,45
0,97 1,40 3,81
NAME 9,71* 8,40 * 21,18 *
1,55 2,77 3,68
+MAE 3,36 3,49 11,62
1,41 1,43 3,12
+CAPTOPRIL 5,45 3,85 12,63
0,84 1,21 2,80




M Control MNAME W+MAE W+CAPTOPRIL

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00
Fibrosis renal tibulo-intersticial Fibrosis renal perivascular Fibrosis renal glomerular
Figura 25. Porcentaje de fibrosis renal tubulo-intersticial, perivascular y
glomerular en los grupos experimentales (*, p<0.05 vs Control; +, p<0.05
vs NAME).
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Datos de funcién renal en jaulas metabélicas.

Los resultados de las medidas obtenidas en las jaulas metabdlicas del
estudio crénico se muestran en la tabla 22. No hubo diferencias significativas en
ninguno de los parametros estudiados.

En el estudio agudo tampoco se ha encontrado ninguna diferencia

significativa.

Tabla 22. Datos de funcidn renal obtenidos en las jaulas metabdlicas en los
grupos experimentales.

Ingesta Ingesta Inge.sta Orina 24h |Natriuresis| Balance de | Balance Na

agua (ml) | comida (g) fn:'::; (ml) | (mEq/24h) | Na(meq) | (meq/100g)
Control 26,43 16,47 1,71 12,69 1,39 0,32 0,09
8,45 2,08 0,22 6,90 0,76 0,77 0,20
NAME 26,57 17,38 1,81 14,58 1,16 0,65 0,17
5,56 3,05 0,32 4,96 0,41 0,67 0,18
+MAE 30,93 16,19 1,68 7,97 1,42 0,26 0,07
7,62 2,62 0,27 1,45 0,26 0,40 0,11
+Captopril 29,87 17,86 1,86 18,50 1,47 0,39 0,11
8,21 1,10 0,11 6,96 0,56 0,52 0,14
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Discusion

Los estudios en animales utilizando alimentos ricos en flavonoides son una
alternativa valida para avanzar en la comprensién de los mecanismos subyacentes a
sus efectos hipotensores en modelos experimentales de hipertensién arterial. La
ingesta de polifenoles se ha relacionado con un efecto beneficioso que reduce el
riesgo de hipertension. De hecho, estudios epidemioldégicos encontraron que un
mayor consumo de alimentos y bebidas ricos en flavonoides se relaciona con un
menor riesgo de muerte cardiovascular. Ademas, el uso de productos de origen
natural que puedan causar pocos efectos secundarios es una posibilidad atractiva a
considerar para el tratamiento de varias patologias. Varios estudios han descrito que
el consumo de alimentos ricos en flavonoides o compuestos aislados mejora varios
parametros cardiovasculares como la dilatacién mediada por flujo y los
biomarcadores de riesgo cardiovascular. Ademas, muchos flavonoides inducen la
liberacion de factores vasodilatadores derivados del endotelio, como el 6xido nitrico
(NO) o el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), y disminuyen la
liberacién de sustancias proinflamatorias, induciendo asi una mejora de la funcién
endotelial.

La hipertensién por L-NAME es un modelo muy frecuentemente utilizado de
disfuncién endotelial. Ademds, dado que la administracién de L-NAME induce
hipertension arterial, se ha utilizado ampliamente para analizar el papel del NO en el
control de la presién arterial. El rinén parece ser uno de los primeros érganos que
reaccionan a la pérdida de NO, mostrando una menor respuesta de natriuresis de

presion y un papel aumentado del sistema renina-angiotensina en su fisiopatologia.
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La hipertensién arterial inducida por la administracién crénica de L-NAME se
acompana de remodelacién cardiovascular, muy evidente en el corazén y también en
los vasos de conduccién y de resistencia. Se han descrito casos de hipertrofia
ventricular izquierda y fibrosis miocardica, engrosamiento de la pared aodrtica y
remodelacion de las arterias de resistencia mesentéricas. Recientemente, se ha
descrito una expresion de proteina eNOS regulada a la baja en los vasos sanguineos y
una disminucién de los niveles plasmaticos de NO en ratas tratadas con L-NAME, lo
que probablemente contribuya, mediante una vasorrelajacién reducida, a un
aumento de la resistencia vasculary de la presion arterial alta. También se observaron
niveles aumentados de marcadores de estrés oxidativo en ratas hipertensas con L-
NAME, incluido el peroxinitrito, un intermediario muy reactivo y uno de los oxidantes
mas potentes conocidos en los sistemas biolégicos, que causa un deterioro duradero
de la respuesta vasoactiva a los vasodilatadores. Los productos derivados del estrés
oxidativo no solo disminuyen la biodisponibilidad de NO, lo que causa un deterioro de
la vasorrelajacién, sino que también causan el desacoplamiento de NOS para producir
superéxido vasoconstrictor en lugar de NO vasodilatador.

En nuestro laboratorio hemos estado trabajando los Ultimos anos en el papel
de determinados flavonoides en dos modelos experimentales de hipertension
arterial, uno es la hipertensién arterial espontdnea (SHR) y otro el de déficit de 6xido
nitrico, por administracion del inhibidor de su sintesis L-NAME. Mientras que los
flavanoides usados, el extracto de limén, el extracto de pomelo, el extracto de cacao,
la apigenina y la diosmina, practicamente no tuvieron efecto antihipertensor en los
animales con hipertensién espontdnea, si fueron eficaces, aunque en grado

moderado, en los animales con hipertension L-NAME (Paredes 2018 a; Paredes
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2018b). Y es que mientras que las causas de la hipertensién espontdnea son
multifactoriales (genéticas, sistema nervioso simpatico, sistema renina-angiotensina,
entre otros), las causas de la hipertensién L-NAME son directamente debidas a la
disminucién de la produccién de NO e indirectamente a la sobreactivacién de
mecanismos vasoconstrictores como el sistema renina-angiotensina y al aumento del
estrés oxidativo. Precisamente estos efectos son los mas citados como responsables
de las acciones de los flavonoides. Y donde mas efectos hemos encontrado nosotros
ha sido en el nivel de presiéon arterial y en la funcién renal y vascular. Por ello, cuando
tuvimos la oportunidad de analizar los efectos de otro flavonoide como el extracto de
Morus Alba no dudamos en elegir el modelo experimental mas adecuado, el de
hipertension L-NAME. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar los
efectos vasculares y renales de un extracto de Morus Alba (MAE) en un modelo de
hipertension arterial experimental bien conocido como es el de inhibicién de la

sintesis de éxido nitrico por L-NAME (Hipertensién L-NAME).

Experimentos in vitro.

Aunque se ha descrito previamente que los extractos de hoja de morera
producen diversos efectos beneficiosos (antiinflamatorios, hipoglucemiantes,
hipotensivos, ...), su composicién puede variar seguin la variedad de morera utilizaday
el método de manipulacién de las hojas (temperatura, tipo de solvente, entre otros)
para obtener a partir de ellas los extractos. Estos aspectos determinan la composicién
del extractoy por tanto la actividad terapéutica. Por ello, esimportante comprobarin

vitro la efectividad de los extractos obtenidos para poder seleccionar el mas

adecuado, antes de hacer experimentos con animales. Los extractos se obtuvieron de
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hojas de Morus alba L, genotipo BGMU 050 10009. Las caracteristicas de los extractos
obtenidos han sido descritos previamente (Leyva-Jiménez FJ 2020) por el grupo de
investigadores del IMIDA. La extraccién alcohélica se ha descrito como la 6ptima,
pero la extraccién acuosa debe ser considerada como una opcién a estudiar por su
mas Facil aplicacion en humanos, ya que es la mas parecida a una infusién.

En primer lugar, se estudi6 el efecto de los distintos extractos de hoja de
morera desarrollados sobre el crecimiento y proliferacién celular en una linea celular
de fibroblastos. Como se ha descrito en los resultados, ninguno de los extractos
desarrollados presenté citotoxidad celular, lo que sugiere un amplio perfil de
seguridad para su uso, tanto en animales como en humanos.

Por otro lado, nos propusimos valorar la efectividad de los extractos
estudiando el efecto antiinflamatorio en una linea celular de macréfagos,
ampliamente usada por otros autores con este fin (Grancieri 2019). Puesto que existe
una estrecha relacién entre la inflamacion y el estrés oxidativo, se estudié la
capacidad antioxidante de los distintos extractos de morera desarrollados en
respuesta a un estimulo con LPS, mediante la cuantificacién de la producciéon de ROS
intracelulares, 6xido nitrico y citoquinas. La medida de estos parametros ha sido
usada ampliamente para el estudio de los efectos antiinflamatorios y antioxidantes
de diversos extractos de plantas (Frattaruolo 2019a; Frattaruolo 2019b; Saiki 2018;).
Todos los extractos desarrollados presentaron capacidad antiinflamatoria, pero esta
fue mayor en los extractos etanélicos al 70%, que en los extractos al 50% y ésta a su
vez mayor que en los extractos acuosos.

Estos resultados indican que el extracto etandlico al 70% utilizado es el mas

indicado para estudiar los efectos en el modelo animal.
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Respecto a la dosis a utilizar en los estudios en el modelo animal, la dosis
comUnmente utilizada en ratas es de alrededor de 100 a 400 mg/kg de peso corporal.
En nuestro estudio decidimos usar la dosis de 100 mg/kg/dia para no superar el
volumen méaximo recomendado en las administraciones por gavaje en ratas.

Llama la atencion que las cdpsulas comerciales de EE. UU. no han mostrado
ningdn efecto antiinflamatorio. El color de los extractos etandlicos y acuosos
suministrados por el IMIDA era verde, mientras que el color del contenido de las
capsulas era marrén, lo que sugiere que en el procesamiento de la muestra se ha
producido oxidacion. Esto puede explicar, en parte esa falta de efecto. Por otro lado,
también puede tener importancia la clase de morera, de manera que para los
extractos de esta Tesis se ha utilizado una variedad local, de gran efectividad en otros
estudios previos realizados por investigadores del IMIDA (Leyva-Jiménez 2020;

Rodriguez-Sojo 2023).

Aspectos generales

El tratamiento con el extracto de Morus Alba fue bien tolerado por los
animales, al igual que los demas tratamientos, no encontrdndose nada significativo
que resenar. Aunque todos los animales en los distintos grupos experimentales
partieron de valores similares al comienzo del tratamiento, no hubo diferencias en el
peso en el momento del experimento. Todos los animales estuvieron en las mismas
condicionesy la cantidad de comida ingerida fue también similar en todos los grupos.
Aunque en algunos trabajos se ha visto que podria haber un efecto metabdlico del
extracto de Morus alba, no hemos encontrado este efecto, aunque el metabolismo de

la glucosa o la distribucién de grasa, entre otros pardmetros, no ha sido analizado en
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esta tesis. Como es sabido, Morus Alba tiene efectos antidiabéticos y sobre la

resistencia a la insulina (Zhang 2022).

Presion arterial

En relacién a la presién arterial (PA), uno de los importantes objetivos
analizados, hemos visto como la PAM, asi como la sistdlica (PAS) y diastélica (PAD)
aumento significativamente en los grupos experimentales tratados con el inhibidor
de la sintesis de NO, L-NAME (figura 6). Estos datos son similares a los mostrados
previamente por nuestro grupo (Paredes 2018a). Como vemos, el uso del extracto
MAE tuvo un importante efecto reductor de la PAM, o si se quiere, el efecto
hipertensor del L-NAME fue prevenido en gran medida por el extracto MAE. Aunque
quedd un valor ligeramente superior al del grupo control. Por lo tanto, el extracto
MAE previene en gran medida la hipertensién arterial por déficit de éxido nitrico. Es
importante resefar en este momento que el grupo tratado crénicamente con
Captopril simostré una practicamente completa prevencién de la hipertensiéony esto
coincide también con estudios previos de nuestro laboratorio (Paredes 2018a). La
principal razén para este efecto del captopril parece ser debida la inhibicién de la
formacién de angiotensina I, que seria el principal mecanismo causante de la
hipertension y de sus consecuencias (Garcia-Estan 2006).

Es interesante comprobar que el extracto MAE administrado de forma aguda
en el momento de los experimentos también tuvo un efecto hipotensor en esos
animales tratados crénicamente con L-NAME, con un descenso de casi 15 mmHg, lo

que indica de nuevo la importancia de los efectos antihipertensivos de este extracto
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de mora. En los animales controles, sin embargo, el extracto MAE no indujo ningln
cambios de la PA.

En relacién con la frecuencia cardiaca, no hubo cambios significativos en los
distintos grupos experimentales, situacién que también ha sido comprobada
previamente por nosotros y otros investigadores. En general, no suelen encontrarse
cambios de frecuencia cardiaca en experimentos en ratas, tal vez debido a los altos
niveles que muestran estos animales, siempre por encima de los 300 latidos por
minuto.

El efecto beneficioso sobre la PA en los animales hipertensos tratados
simultdneamente con MAE puede ser debido a multiples causas, entre ellas el posible
aumento de la produccién de NO (como veremos con los experimentos de reactividad
vascular) y la posible reduccién del estrés oxidativo. Otros posibles efectos, como la
interaccién con el sistema renina angiotensina no pueden ser descartados porque no

los hemos analizado en este trabajo.

Hemogramas

También hemos realizado hemogramas a los animales en los grupos
experimentales. Como se visto en la tabla 6, no hubo cambios inducidos por el
tratamiento crénico con L-NAME, ni tampoco en los grupos tratados adicionalmente
con el extracto MAE ni con captopril. Tampoco se observdé ningin cambio del

hemograma tras la administracion aguda del extracto MAE.
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Reactividad vascular

Otro de los objetivos de nuestro estudio fue analizar la reactividad vascular en
anillos adrticos. Como se observé, la respuesta vasoconstrictora del grupo tratado
cronicamente con L-NAME fue superior a la del control, lo que coincide con nuestros
datos previos y los de la literatura (Paredes 2018a y 2018b) y que es debido a la
disminucién del NO y por ello de la proteccién vasodilatadora ante el aumento del
tono vascular. De forma interesante, el tratamiento de los animales hipertensos
simultdneamente con MAE redujo esa mayor reactividad al vasoconstrictor, pero
todavia fue mayor que la de los animales controles, lo que sugiere que el extracto
MAE podria haber aumentado los niveles de NO en esos anillos adrticos. El
tratamiento con captopril redujo la respuesta vasoconstrictora y practicamente la
normalizd, lo que también ha sido encontrado previamente por nuestro grupo. Estos
datos del MAE se comprueban al analizar los valores de la dosis efectiva 50, pD2 y
respuesta maxima, que muestran una reduccién en relacién al grupo L-NAME aunque
sin alcanzar los valores de normalidad del grupo control.

Estos efectos antivasoconstrictores del extracto MAE pueden ser debidos a un
aumento de la producciéon de NO en los vasos de los animales tratados con MAE,
como indica el hecho de que el tratamiento agudo de los anillos con L-NAME potencie
la respuesta respecto al primer estudio. De nuevo, los datos de dosis efectiva 50, pD2
y respuesta maxima muestran una mejoria respecto al grupo L-NAME, aunque sin
alcanzar los valores de normalidad del grupo control.

Mas evidencias de este posible efecto del MAE aumentando la produccién de
NO se observa en los experimentos de vasodilatacién con acetilcolina. Mientras que la

respuesta vasodilatadora a acetilcolina estd practicamente eliminada en el grupo
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tratado crénicamente con L-NAME (13% del control), la vasodilatacién maxima
alcanza al 54% en los animales tratados con el extracto MAE. Todas estas diferencias
se eliminaron al anadir L-NAME de forma aguda, lo que nos permite concluir de forma
bastante segura que el tratamiento con el extracto MAE mejora la producciéon
vascular de NO.
Como en otros experimentos, la respuesta directa del mudsculo liso aértico, tras

administracién de nitroprusiato sédico, estaba perfectamente conservada lo que
descarta un efecto directo sobre el musculo liso y anade ademds un factor de

seguridad en la realizacién de los experimentos.

Agregacion plaguetaria.

Como hemos visto en los experimentos correspondientes, hemos analizado la
respuesta agregante a ADP y coldgeno, dos de los agonistas mdas usados
habitualmente. Aunque los valores maximos alcanzados son bastante similares, hay
diferencias en las respuestas completas, sobre todo a dosis bajas, que dan un
resultado significativo entre grupos. El tratamiento crénico con L-NAME aumentd la
respuesta agregante y el tratamiento con el extracto MAE lo mejord
significativamente y fue normalizado con captopril, especialmente a dosis bajas
también. Igual ocurre si analizamos las respuestas del area bajo la curva y de las
pendientes de las curvas . Aunque decidimos no hacer estadistica punto por punto, se
han calculado los datos de ED50 de los distintos grupos para obtener una respuesta
mas clara, indicativa o no de un cambio de la respuesta global. Como se observa, sélo

el grupo tratado crénicamente con MAE mostré una menor ED50 en relacién al grupo
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control, aunque de nuevo, sin alcanzar los datos del grupo control. No hubo
diferencias significativas en ninguna otra de las comparaciones.

Finalmente, en los experimentos en los que se usé el extracto MAE de forma
aguda, se observaron diferencias entre las curvas con una menor respuesta de
agregacion en los animales tratados con el extracto MAE, aunque ninguno de los
parametros analizados mostré diferencias significativas.

En conclusién, el extracto MAE reduce la mayor agregacién plaquetaria
inducida por el tratamiento crénico con L-NAME, lo que indica un efecto muy
beneficioso del extracto para mejorar la fisiologia plaquetaria en situaciones de
excesiva agregacioén, lo que puede permitir una mejor respuesta vascular. Pero, los
resultados no arrojan claridad sobre si este efecto es debido a la mayor produccién

de NO, como pareceria l6gico deducir.

Funcion renal.

Como hemos descrito, no hemos encontrado diferencias significativas entre
los distintos grupos experimentales en relaciéon a la diuresis, natriuresis y balance de
sodio. Por ello, no podemos incluir un posible efecto beneficioso de una mayor
excrecion de sodio que produjera un balance negativo, como mecanismo subyacente
al efecto antihipertensor descrito. Esto ha sido también encontrado en nuestros
trabajos previos en los que describimos efectos variados sobre el balance de sodio

con unos flavonoides y no con otros (Paredes 2018ay 2018b).
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Sumario de resultados

Los extractos de Morus alba analizados no mostraron efectos indeseables en
cuanto a biocompatibilidad o citotoxicidad y mostraron su capacidad para

reducir el estrés oxidativo inducido por un estimulo inflamatorio.

El tratamiento crénico con L-NAME indujo un fuerte aumento de la presiéon
arterial, mientras que el tratamiento simultdneo con el extracto MAE o
Captopril lo redujeron en gran medida, de forma significativa. El tratamiento
agudo (tres dias) con MAE redujo ligeray significativamente la presién arterial
en los animales créonicamente tratados con L-NAME, sin que tuviera efecto en
los animales controles. De la misma forma, la administracion aguda de MAE

también tuvo un efecto antihipertensor en los animales hipertensos.

No hubo efectos significativos del extracto MAE en la funcién renal

La reactividad vascular aértica aumentd en los animales hipertensos y el
extracto MAE la redujo de forma significativa, en un efecto mediado
parcialmente por el o6xido nitrico. Igual ocurri6 con la respuesta

vasodilatadora, mejorada también por el extracto de morera.

La mayor agregacién plaquetaria de los animales hipertensos fue reducida por
el extracto de morera en un efecto también parcialmente dependiente del

oxido nitrico.

El tratamiento crénico del extracto no tuvo efectos significativos en las
alteraciones estructurales de aorta y corazén, aunque si redujeron de forma

significativa la fibrosis renal tibulo-intersticial, perivascular y glomerular.
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Conclusiones

e Los extractos de Morus alba son de uso seguro en animales.

e Elextracto MAE resulté ser un antihipertensor de importancia, al ser capaz de
reducir la hipertensién arterial por déficit de 6xido nitrico. Este efecto se ha

demostrado tanto en administracién aguda como crénica.

e El extracto MAE redujo la mayor reactividad vascular de los animales
hipertensos y mejord la respuesta vasodilatadora, efectos parcialmente

debidos a un aumento de la produccién de éxido nitrico.

e El extracto MAE redujo la mayor agregacién plaquetaria de los animales
hipertensos, en un efecto también parcialmente dependiente del 6xido

nitrico.

e El tratamiento crénico con MAE mejoré algunas de las alteraciones

estructurales renales mostradas por los animales hipertensos.
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JOACQUIN GARCIA-ESTAN LOPEZ
Facultad de Medicina

Universidad de Murcia

301 20 Murcia

NOTIFICACION

El Director General de Ganaderia, Pesca y Acuicultura, con fecha 25 de febrero de 2021,
ha dictado la siguiente Resolucién:

“Vista la solicitud para la autorizacidn de la realizacidn de un proyecto de investigacian
con animales presentada con fecha 23/02/2021 vy n? registro de entrada 202190000100680, por
D. Joaguin Garcia-Estan Lopez, como responsable del misma.

Vista la propuesta del proyecto denominado: “Evaluacion de los efectos de extractos de
hojas de morera Morus alba L. scbre la funcién cardiovascular y renal en hipertension

exparimental”.

Wisto el informe favorable del comité ético del establacimiento usuario con codigo REGA
ES300305440012.

Visto el resumen no técnico del proyecto.

Wisto el resultado favorable de la evaluacikdn del provecto por el drgano habilitado “Comité
Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia”.

Visto que en dicha evaluacion se clasifica comeo Tipo 11, ¥ no indica que sea necesano
llevar a cabo la evaluacion retrospectiva del mismo.

Yisto el Real Decreto 532013, de 1 de febrero, por el gue se establecen las normas

bésicas aplicables para la proteccidn de los animales utilizados en experimentacién y otros fines

cientificos, incluyendo la docencia.
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Consideranda la competencia que tiene alribuida la Direccidn General de Ganaderia,
Pesca y Acuicultura, sobre la base de lo dispuesto en el Daecrato 118/2020, de 22 de octubre,
del Consejo de Gobierno, por el que se establecen los Organos Directivos de la Gonsejeria de
Agua, Agricultura, Ganaderia, Pesca y Medio Ambiente.

Teniendo en cuenta lo expussto, y el Informe emitido por el Servicio de Produccion
Animal, el Director General de Ganaderia, Pesca y Acuicultura RESUELVE

Conceder autorizacion a D. Joaquin Garcia-Estan Lopez para |a realizacion del proyecto
solicihada, como respansable del misma, asignandole el codigo de identificacion N A13210203,
con las siguientes consideraciones:

- Elprayecto se llevard a cabo seqgin memaria y evaluacidn presantada en el establecimienta

usuano con coidige REGA ES300305440012, v con una utilizacidén de, aproximadarmente,
283 ratas,
Toda la documentacién pertinente del proyecto, incluida la informacién referida a los
protocalos de supervision y su cumplimentacian, fratamientos administrados a los animales
durante los procedimientos, informes veterinarios previos a la reutilizacidn de animales,
bajas imprevistas v fechas v meétodos de eutanasia, debera estar a disposicion del personal
del “Comilé Elica de Expermentascion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia® v de la
autoridad competente, desde el inicic del proyecto hasta al menos cinco afios después de
finalizar el mismo. Asimismo, deberd informar expresamente al Comité de su establecimiento
usuano, con caracter anual y preferiblemente durante el mes de enero, respecto al nomero
de animales sobre los que se haya finalizado su ulilizacion en el afo anterior en el contexto
de su proyecto, con indicacion de la severidad real sufrida por los mismos.

- Esta autorizacion tendra una validez de cinco afos, siempre y cuando no se produzca una
modificacion relevante en los procedimientos, o una modificacién del establecimiento

USUEMND, BN cuyo caso seria necesano efectuar una nueva solicitud de autorizacion,”

En cumplimignto del articulo 40 de la Ley 392015, de 1 de octlubre, del Procedimienta
Administrativo Comin de las Administraciones Publicas, se le notifica la presente Resolucion,
indicandole gue la misma no pone fin a la via administrativa, pudiendo inlerponer recurso de
Alzada ante el Sr. Consejero de Agua, Agricultura, Ganaderia, Pesca v Medio Ambiente, en el
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' Risghdsn dle Muria

plazo de un mes, contado desde la recepcion de la presente nofificacion, de acuerdo con lo
establecido en los ariculos 121 y 122 de la citada Ley. v sin perjuicio de poder ejercilar, en su
caso, cualguier otro gue astime procadente. Transcurrido dicho plazo sin que el recurso se haya

interpuesto, la Resolucion se hara firme a todos los efectos,

El Jete de Servicio de Produccion Animal
{Documento firmado electronicamente al mangen)
Enrigue J. Mavarrete Jiménez
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Anexo Il

UMIVERSIDAD DE
MURCIA

D Moemi Marin Atucha, Profesor Tidor de Universidad del Area de
Fisiologia en el Departamento de Fisiologia, AUTORIZA:

La presentacién de la Tesis Doctoral titulada “Evaluacidn de los
efectos de extractos de hojas de morera Moms alba L. sobre |a funcion cardiovascular,
renal v plaquetaria en la hipertension arterial experimental”, realizada por D
Masoud Akbariaghdam, bajo mi inmediata direccién y supervision, y que
presenta para la obtencion del grado de Doctor por la Universidad de
Murcia.

En Murcia, a 13 de sephembre de 2024

Firmade por MARIN ATUCHA
MOEMI TERESA — ***504]1++
el dia 13/0%/2024 con un
certificado emitido por
C FMMT Usuarios

Mod:T-20
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Anexo lll

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

D¢, Ana Pagin Bernabeu, Doctora de Universidad del Area de  Fisiologia,
investigadora colaboradora en el Departamento de Fisiologia,
AUTORIZA:

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Evaluacidn de los
efectos de extractos de hojas de morera Morus alba L. sobre la funcion cardiovascular,
renal y plaguetaria en la hipertensidn arterial experimental®, realizada por D
Masoud Akbariaghdam, bajo mi inmediata direccion y supervision, y que
presenta para la obtencion del grado de Doctor por la Universidad de
Murcia.

En Murcia, a 15 de septiembre de 2024

A NA PAGAN Firmado digitalmente

por ANA PAGAN

BERNABEU - eeanaseu - 2512868

Fecha: 2024.09.18

48512868A ossroo+0z00
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Anexo IV

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

0. Joaquin Garcla-Estafi Lopez, Cawdritico de Universidad del Area de
Fisiologia en el Departamento de Fisiologia, AUTORIZA;

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Evaluacidon de los efectos
de extractos de hojas de morera Morus alba L. sobre la funcidn cardiovascular, renal v
plaguetaria en la hipertensidn arterial experimental”, realizada por o Masoud
Akbariaghdam, bajo mi inmediata direccidn y supervision, y que presenta
para la obtencidn del grado de Doctor por la Universidad de Murcia.

=L D PP PO

En Murcia,a 16  de septiembre de 2024

P PHIT Lo

| MAAT-I0 |

| Codige peguro de verificacidon: RUsFMmBR=/X1aTEZ0=1YE4HYGH =1 6ROHEmL |
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