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Resumen

Las flores comestibles han ganado importancia en los Ultimos afios como potencial
fuente de moléculas bioldgicamente activas. Sus extractos, a través de la identificacion
de compuestos bioactivos, podrian ser beneficiosos en la prevencién de patologias
como la obesidad o la diabetes mellitus (DM), asi como para prevenir la aparicién de sus
factores de riesgo asociados. Los beneficios generales de estas flores incluyen la
promocion del envejecimiento saludable y la prevencién de enfermedades no
transmisibles (ENTs). El principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar las
propiedades antidiabéticas, anti-obesidad, antihipertensivas y antienvejecimiento de
diversas flores comestibles: Tagetes erecta L., Viola x wittrockiana Gams., Allium cepa
L., y Brassica incana Ten.

Nuestra investigacién ha demostrado que las flores de Brassica incana son fuente de
ingredientes funcionales con propiedades antidiabéticas y anti-obesidad. Se demostré
por primera vez la capacidad de B. incana de inhibir enzimas digestivas clave, su
capacidad antioxidante neutralizando radicales libres mediante el sistema
xantina/xantina oxidasa, asi como la capacidad de prevenir la formacién de productos
finales de glicaciéon (AGEs). Las flores de Allium cepa mostraron in vitro significativa
actividad antioxidante e inhibicidn de dianas terapéuticas relacionadas con obesidad y
DM, incluidas lipasa y a-glucosidasa, ademas de impedir la produccion de AGEs. En el
modelo C. elegans, A. cepa mostrd efectos anti-obesidad reduciendo los niveles de
depdsitos de grasa, resaltando asi su potencial como ingrediente funcional.

Las flores de Viola x wittrockiana demostraron efecto anti-obesidad vy
antienvejecimiento mediante la reduccion de los niveles de grasa y la ingesta de bacteria
en el modelo de C. elegans obeso. Fueron capaces ademas de mejorar marcadores
relacionados con la calidad de vida como la reduccién en la acumulacién de lipofuscina,
y de revertir efectos toxicos producidos por el exceso de glucosa sobre el crecimiento y
la progenie, respaldando su uso como nutracéuticos e ingredientes saludables.

Los extractos de flores de Tagetes erecta, ricos en compuestos bioactivos hidrosolubles
como polifenoles, y liposolubles como carotenoides y tocoferoles, mostraron actividad
frente a dianas terapéuticas de obesidad y diabetes in vitro, asi como in vivo en el
modelo obeso de C. elegans. Se demostré por primera vez el efecto vasorrelajante de T.
erecta, de manera dosis dependiente, actuando principalmente de manera
independiente al endotelio a través de la activacion de canales de potasio, activacion de
la PKA y reduccion del calcio citosélico a través del bloqueo de la entrada de calcio
extracelular y su liberacién desde el reticulo sarcoplasmatico. Ademas, la via NO/GCs
contribuye de manera parcial en la vasodilatacién, pudiendo ser beneficioso su efecto
en patologias relacionadas con la disfuncidn endotelial como la hipertensidn arterial,
DM o sindrome metabdlico.

Todos estos hallazgos demuestran el potencial terapéutico de las flores comestibles
como fuentes de compuestos bioactivos en la prevencidon y manejo de patologias
metabdlicas y cardiovasculares, impulsando su aplicacion como nutracéuticos y
alimentos funcionales.
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Abstract

Edible flowers have gained attention as potential sources of biologically active
molecules, and their extracts, through the identification of bioactive compounds, may
aid in the prevention of obesity, diabetes mellitus (DM), as well as prevent the
appearance of associated risk factors. The overall health benefits of these flowers
include promoting healthy aging and helping prevent non-communicable diseases
(NCDs). The main objective of this Doctoral Thesis has been to evaluate the antidiabetic,
anti-obesity, antihypertensive, and anti-aging properties of selected edible flowers:
Tagetes erecta L., Viola x wittrockiana Gams., Allium cepa L., and Brassica incana Ten.

Our findings have revealed that Brassica incana flowers are a novel source of functional
ingredients with antidiabetic and anti-obesity properties. This study is the first to
demonstrate the inhibitory effect of B. incana on key digestive enzymes and its radical-
scavenging capacity via the xanthine/xanthine oxidase system, along with its inhibition
of advanced glycation end-products (AGEs) formation. Additionally, Allium cepa flower
extracts displayed significant in vitro antioxidant activity and inhibition of
pharmacological targets for obesity and DM, including a-glucosidase and lipase, and
prevented AGE formation. In vivo, A. cepa exhibited anti-obesity effects, reducing fat
deposits, highlighting its potential as a functional food ingredient.

Viola x wittrockiana flowers showed anti-obesity and anti-ageing effects by reducing
lipid levels and bacterial ingestion in the obese C. elegans model. They also improved
the quality-of-life markers, such as reduced lipofuscin accumulation and reversal of
glucose-induced effects on growth and progeny, supporting their use as nutraceuticals
and healthy ingredients.

Extracts from Tagetes erecta flowers, containing both water-soluble phytochemicals like
polyphenols and lipid-soluble compounds such as carotenoids and tocopherols, showed
activity against obesity and diabetes in vitro, as well as in vivo in the C. elegans obese
model. This study is also the first to report a dose-dependent vasorelaxant effect of T.
erecta, which acts independently of the endothelium via potassium channel activation,
PKA activation, and reduced cytosolic calcium by blocking extracellular calcium entry
and sarcoplasmic calcium release. Additionally, the NO/sGC pathway contributes
partially to the vasorelaxant effect, potentially benefiting conditions associated with
endothelial dysfunction, such as hypertension, DM, and metabolic syndrome (MS).

These findings highlight the therapeutic potential of edible flowers as bioactive sources
for the prevention and management of metabolic and cardiovascular diseases,
promoting further applications in the field of functional foods and nutraceuticals.






INTRODUCCION






Introducciéon

1. ENFERMEDADES NO TRANSMISIBLES Y SINDROME METABOLICO

Las enfermedades no transmisibles (ENTs) son aquellas enfermedades no contagiosas que
cursan de manera crénica y multifactorial; siendo su avance y desarrollo el resultado de
factores genéticos, fisioldgicos, ambientales y de comportamiento. Los avances en la
medicina han supuesto el incremento en supervivencia a enfermedades transmisibles, asi
como el incremento en la longevidad; dando lugar a poblaciones mds ancianas y susceptibles
a sufrir riesgos debido a estas enfermedades no transmisibles. En las Ultimas décadas se han
convertido en la principal causa de muerte mundial alcanzando anualmente cifras de 41
millones de personas, aproximadamente el 74% de todas las defunciones segun valores del
afio 2019 (Figura 1) 1. Al contrario que otras enfermedades endémicas, las ENTs poseen
elevada incidencia en todo el mundo, tanto en los paises de elevada renta per capita donde
las ENTs suponen alrededor del 88% de las causas de muerte; como en los paises de bajas
rentas donde constituyen casi la mitad (46,8) 2. Ademds de repercutir gravemente en la
mortalidad de la poblacidn, suponen un elevado gasto a los sistemas sanitarios que podria ser
evitado o reducido en gran medida.

Europa Global Baja renta per capita Elevada renta per cépita

R - — .. oo W °e |

2000 2019 2000 2019 2000 2019 2000 2019

‘ Enfermedades transmisibles, maternales,

perinatales y nutricionales Heridas . Enfermedades no transmisibles

Figura 1. Diferencias en las causas de mortalidad en los afios 2000 y 2019, por regién y renta
per capita. Adaptado de: WHO, 2022.

En este grupo de enfermedades hallamos una gran variedad de patologias y condiciones;
entre las relacionadas con la obesidad podemos encontrar la hipertensiéon arterial (HTA), la
diabetes mellitus tipo 2, la dislipemia, la enfermedad hepatica grasa no alcohélica (NAFLD —
non-acoholic fatty liver disease), y la enfermedad cardiovascular (ECV). Pero también se
engloban dentro de las ENTs algunos tipos de cancer o enfermedades respiratorias crénicas
como el EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica) 3.

Las enfermedades cardiovasculares constituyen afo tras afo la principal causa de muerte a
nivel global, aproximadamente el 71%, estimandose en 23,6 millones para el afio 2030 “. El

11



Bioactive properties of edible flowers with potential in the prevention and management of metabolic diseases and healthy ageing

incremento en la esperanza de vida e incidencia de estas condiciones crdnicas supone
elevados costes a los sistemas de salud que se prevé que sigan aumentando en las préoximas
décadas °. A nivel nacional, se estimé que en Espafia el coste medio de un paciente que sufre
un infarto es de aproximadamente 9.499€ anuales; incluyendo hospitalizaciones, tratamiento
farmacoldgico, pruebas de laboratorio, seguimiento, transporte, etc °. Es por ello por lo que
se debe trabajar en programas de prevencidon y deteccién temprana para minimizar la
incidencia de estas enfermedades.

La particularidad de estas patologias es que pueden ser prevenidas en cierta medida, debido
a los factores de riesgo de su desarrollo; modificables y no modificables. La evolucién que la
influencia de estos factores ejerce sobre la salud y probabilidad de sufrir alguna ENTs se
desarrolla de manera no lineal como podemos observar en la Figura 2. Los factores no
modificables marcardn el punto de partida, pero la influencia de los factores modificables serd
clave para el desarrollo de posibles ENTs 7.

Trayectoria de
elevado riesgo

Riesgo de

ENTs
]
’
’
7/
/
Influencia factores . 27
modificables_ . ¢ =
T , Trayectoria de
Influencia bajo riesgo
factores no
modificables

Curso vital

Figura 2. Modelo del riesgo de padecer alguna enfermedad no transmisible a lo largo de la
vida y la influencia de los distintos factores modificables y no modificables. Azul: trayectoria
vital de bajo riesgo, rojo: trayectoria vital de elevado riesgo. Adaptado de: Hanson, 20189.

En los factores no modificables encontramos la edad, el sexo y la genética. Estos elementos
juegan un papel importante en el desarrollo, fisiopatologia, y tratamiento de numerosas
patologias; pero son especialmente determinantes en la evolucion de las ENTs. Como su
nombre indica, son rasgos de las personas que no pueden ser alterados, por lo que no
supondran posibles focos de actuacion.

Por el contrario, los factores modificables son susceptibles a sufrir cambios y son los ambitos
donde podemos trabajar e incidir para la mejora de estas patologias. Los factores de riesgo
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modificables son un grupo heterogéneo de caracteristicas fisioldgicas o metabdlicas y
conductuales entre las que podemos encontrar *#:

- Sobrepeso

- Elevada presién arterial

- Consumo de tabaco

- Inactividad fisica

- Dieta no saludable

- Hiperlipidemia

- Consumo elevado de alcohol

La actuacidn sobre estos factores o rasgos modificables serd variada y en ocasiones se podra
realizar de manera holistica.

Dentro del entorno de las enfermedades no transmisibles, encontramos el sindrome
metabdlico (SM), también denominado sindrome de resistencia a la insulina. Se conoce como
SM al conjunto de trastornos que se presentan al mismo tiempo e incrementan el riesgo de
padecer ECV, accidente cerebrovascular (ACV) y DM2 °. Para el desarrollo de SM existe una
predisposicién genética importante, la cual se ve potenciada por factores modificables como
el exceso de grasa o la falta de actividad fisica (Figura 3). En la fisiopatologia del SM se
involucran alteraciones en el metabolismo glucolipidico, estados proinflamatorios y
protrombdticos, vinculados todos ellos a través de la resistencia insulinica (RI). La Rl se
relaciona en numerosas ocasiones con el sobrepeso y exceso de acidos grasos libres,
provocando trastornos en el empleo de la glucosa celular o desregulacion de su produccién
hepatica. EI metabolismo lipidico también se ve modificado por la Rl, generando las
alteraciones propias del SM: hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. La HTA se relaciona
con diferentes mecanismos como consecuencia de alteraciones en la via de lainsulinay en la
regulacién del sistema nervioso vegetativo. Ademads de las repercusiones en el desarrollo de
la aterosclerosis, ultimamente se han relacionado el SM y la Rl con otras enfermedades, como
el higado graso no alcohdélico y el sindrome del ovario poliquistico (Figura 3) °.
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Factores ambientales
Dieta hipercaldrica
Sedentarismo Factores genéticos

Obesidad
e B
Hiperlipidemia pospandrial ‘

TAGL

Inflamacion cronica leve

\ 4

Resistencia a la insulina
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Hiperinsulinemia
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Perfil lipidico
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I

Aterosclerosis

\

Morbimortalidad

Figura 3. Fisiopatologia del SM. Adaptado de: Martin et al., 2005.

Entre los trastornos o condiciones que presentan los pacientes con SM encontramos:

- Obesidad

- Diabetes mellitus

- Hipertensién arterial
- Hiperlipidemia

Estas condiciones, ademds de suponer factores de riesgo por si solas, se consideran
enfermedades crdénicas cuyo tratamiento en ocasiones van de la mano. Comparten también
la caracteristica de que pueden ser prevenidas en gran medida mediante intervenciones
higiénico-dietéticas.
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1.1 Obesidad

La obesidad y sobrepeso se definen por la acumulacién de grasa excesiva o anormal que
puede alterar la salud. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se producen mas
muertes mundialmente por estas condiciones que por infrapeso . Durante las ultimas
décadas en los paises con mayor indice de desarrollo humano se ha producido una tendencia
al sedentarismo y consumo de alimentos precocinados y artificiales que han llevado a la
poblaciéon a sufrir obesidad y sobrepeso, los cuales pueden desembocar en enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas; ademds de incrementar el riesgo de morbilidad y mortalidad.
Pero el problema de la obesidad no se limita a las zonas mas desarrolladas, este problema de
salud afecta globalmente a todos los estratos sociales y cada vez en poblacién mas joven. Se
estima que para el afio 2030, la incidencia de obesidad infantil alcanzara los 250 millones de
personas 2. Si nos centramos en la poblacién espafiola, un informe de la OMS del afio 2022
declara que alrededor del 23,8% de la poblacién adulta padece obesidad, y un 37,8% se
encuentra en valores de pre-obesidad o sobrepeso . Una de las principales razones por las
gue estas cifras son tan elevadas es el auge del sedentarismo, estilo de vida adoptado en las
ultimas décadas por los cambios en los patrones de la alimentacién poblacionales y la
disminucion en la actividad fisica. La exposicidon cada vez a edad mds temprana a factores
obesogénicos incrementa la probabilidad de padecer obesidad durante el desarrollo de la
vida. Los adolescentes con obesidad cargan con las comorbilidades propias de la patologia
como pueden ser la HTA o dislipemia. La prevalencia en Espafia de obesidad y sobrepeso se
estima entre los valores de 14 y 29% en adolescentes de 11 a 15 afios, y alrededor del 40%
incluyendo el sobrepeso en nifios entre 7 y 9 afos . Las estimaciones epidemioldgicas
predicen que estos valores incrementaran, y gran parte de estos nifos que ahora son obesos
mantendran esta condicion cuando sean adultos . La actividad y el ejercicio fisico
proporcionan una serie de beneficios en el manejo de la obesidad, pero es la nutricién uno
de los pilares mds importantes en el control de esta. La alimentacion es clave, ya que sabemos
gue no todas las calorias ingeridas afectan del mismo modo al organismo, por lo que la calidad
nutricional de los alimentos puede jugar un papel fundamental en la dieta **. Es por lo que la
prevencion y correcta educacion nutricional deben comenzar en edades tempranas y/o
adolescencia. Adema3s, el enfoque de su manejo y tratamiento debe ser realizado de manera
individualizada.

1.1.1 Diagndstico

Tradicionalmente, se ha realizado la clasificacion de los diferentes grados de obesidad en
funcion del indice de Masa Corporal (IMC) (Tabla 1), aunque en la actualidad esta clasificacion
ha quedado un poco relegada empleandose mas frecuentemente los valores de grasa visceral
y circunferencia de la cintura . El IMC (peso/talla?) se ha empleado durante muchos afios al
ser una medida objetiva y facil de reproducir, pero cuenta con ciertas limitaciones al no
tratarse de una medida directa del contenido de grasa corporal ni indicar su distribucion en
el organismo. No tiene en cuenta la masa muscular ni distingue entre sexos, y promueve el
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estigma social asociado a valores elevados de IMC. Es por ello por lo que las mediciones
complementarias estan ganando importancia; como la circunferencia de la cintura, la cual
permite diagnosticar obesidad abdominal en funcién del perimetro de la cintura (> 88 cm en
mujery > 102 cm en hombre). Como limitacion comparte con el IMC la falta de medida directa
de la grasa visceral '’. Es esta grasa visceral la que supone mayor perjuicio para la salud
comparado con la grasa subcutanea, y por ello es tan importante su correcta cuantificacion.
Para una mejor prediccion de la evolucién de los pacientes, la OMS sugiere emplear la
combinacién de estos dos métodos no invasivos y directos, el IMC y la circunferencia de
cintura 3. Se acepta como punto de corte para la obesidad un valor de IMC de 30 kg/m?. En
el caso de la adolescencia, no se pueden aplicar los varemos del IMC por lo que se han creado
percentiles en funcién de la edad, que permiten clasificar el estado ponderal y facilitar el
diagndstico precoz .

Tabla 1. Clasificacion de los distintos grados de obesidad y peso en funcién del IMC (indice de
Masa Corporal). Adaptado de: Lecuebe et al, 2024.

Categoria IMC (kg/m?)
Infrapeso <18,5
Normopeso 18,5-24,9
Estadio pre-obesidad 25,0-29,9
Obesidad grado | (leve) 30,0-34,9
Obesidad grado Il (moderada) 35,0-39,9
Obesidad grado lll (mdrbida) 40 - 49,9
Obesidad grado IV (extrema) >50

1.1.2 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la obesidad define esta condicidon como una enfermedad crénica
multifactorial, actualmente se considera el resultado de una acumulacion excesiva y/o
anormal del tejido adiposo que provoca la disfuncionalidad de este. Cuando el tejido adiposo
deja de ejercer su funcidn de almacenaje de lipidos, estos se acumulan en otras estructuras
como drganos o musculo, provocando lipotoxicidad. El almacenamiento de los lipidos en el
organismo en tejido adiposo se divide entre dos tipos: subcutdneo y visceral. La acumulacién
en tejido adiposo visceral supone mayor riesgo para la salud que el subcutaneo, que se ve
agravado todavia mas cuando alcanza su expansién maxima y comienza a acumularse y
localizarse de manera ectdpica en tejidos y érganos ajenos como higado o pancreas. Este
acumulo de grasa viscera se asocia con el aumento de riesgos para la salud e incidencia de
patologias croénicas cardiovasculares como HTA o enfermedad coronaria, endocrino-
metabdlicas como la diabetes, y respiratorias como el EPOC (Figura 4) *°. La obesidad se asocia
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también con el incremento en susceptibilidad de sufrir infecciones nosocomiales, gripes o
infecciones en heridas, asi como incremento del riesgo de muerte prematura y reduccion de
la esperanza de vida en hasta 20 afios 2°. Ademas, se relaciona la obesidad con el incremento
de prevalencia y mortalidad de al menos trece tipos de cdncer entre los que podemos
encontrar cancer de estdbmago, colon, higado, pancreas o de rifién +222,

= Emferm?d.ad Problemas de
T —
respiratoria cronica salud mental
EPOC
Asma
o Enfermedad
Apnea del suefio .
obstructiva cardiovascular
Infarto

Cardiopatia isquémica
Fallo cardiaco
Hipertension arterial
Dislipemia
Cardiopatia
hipertensiva

Enfermedad
higado no graso

Diabetes
Insuficiencia Mellitus

renal

Cancer

Mama, colorrectal,
vejiga, rifidn, higado,
estdmago, meningioma,
melanoma multiple,
eséfago, ovario,
pancreas, tiroides, Utero

Complicaciones

musculoesqueléticas
Osteoartritis
Lumbalgia

Figura 4. Algunas de las principales comorbilidades asociadas a la obesidad. Adaptado de:
WHO, 2022.

La explicacién tradicional sobre el desarrollo y aparicién de la obesidad se basa en un
desequilibrio entre las calorias ingeridas y las gastadas por el organismo; pero la realidad es
mas compleja y multifactorial. Hoy en dia siguen existiendo estigmas e ideas preconcebidas
sobre este tipo de pacientes, influyendo negativamente en la calidad de atencidn que reciben;
asi como su salud mental y autoestima 2.

Esta enfermedad crénica esta causada por la accion de multiples factores metabdlicos,
genéticos, conductuales, ambientales y sociales ?3. Parte de este incremento en la incidencia
se debe a la adaptacion de nuestros genes a un ambiente mas obesogénico, promoviendo la
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acumulacién de energia en épocas de abundancia; adaptacion que tenia sentido y era
necesaria en los periodos histéricos pasados donde la calidad y esperanza de vida eran
inferiores 2. Sin embargo, estos genes y adaptaciones por si mismos no pueden explicar el
incremento en la incidencia de obesidad que ha tenido lugar en las ultimas décadas; es por
ello por lo que otros factores como los medioambientales deben jugar un papel importante
en el desarrollo de la obesidad. Entre los factores medioambientales podemos encontrar la
nutricion, el estilo de vida y la actividad fisica; los tres pilares en los que se basa el manejo
del peso.

1.1.3 Tratamiento farmacoldgico y no farmacoldgico

Ya que la obesidad se considera una enfermedad crénica, los farmacos aprobados para su
manejo son de larga duracion; los Unicos farmacos autorizados por la FDA (Food and Drug
Administration) para esta patologia hasta hace pocos afos eran la fentermina y el orlistat .
La fentermina se aprobd en el afio 1959 en los Estados Unidos y ha sido el medicamento mas
empleado para el tratamiento de la obesidad. Se trata de un isémero de la meta-anfetamina
con actividad anorexigénica, produciendo supresion del apetito ademas de incremento en el
gasto caldrico. Su mecanismo de accidon consiste en la estimulacidon de los receptores 2
adrenérgicos por la liberacion de noradrenalina desde el hipotdlamo. También se han
reportado otras actividades a nivel del sistema nervioso, como la reduccién en la sefializacion
del hambre. Pero este farmaco cuenta a su vez con numerosos efectos adversos como dolor
de cabeza, mareos, irritabilidad, nauseas o vOmitos, etc.; ademdas de numerosas
contraindicaciones con historial de enfermedades cardiovasculares o hipertiroidismo. Mas
aun, como tratamiento en solitario solo esta aprobado para periodos cortos con un maximo
de 12 semanas. En el afio 2012, la FDA aprobd el uso de fentermina asociada a topiramato
como tratamiento crénico para el manejo de la obesidad 2>%. El topiramato es un agonista
del acido y-aminobutirico, antagonista del glutamato e inhibidor de la anhidrasa carbdnica
gue ha demostrado supresion del apetito .

En la actualidad, son pocos los farmacos aprobados por la EMA (Agencia Europea del
Medicamento) para el manejo de la obesidad: orlistat, naltrexona-bupropion, liraglutida y
recientemente semaglutida y tirzepatida (Figura 5) .

El orlistat fue aprobado por la EMA en 1998 y un aio después por la FDA como farmaco anti-
obesidad de largo plazo con efecto periférico, su mecanismo de accién es la inhibicidn
irreversible de la lipasa pancreatica y gastrica. Cuando es ingerido con alimentos que
contienen grasa, su accion inhibe parcialmente la hidrolisis de los triglicéridos, reduciendo la
absorcién de monoglicéridos y acidos grasos en el tracto gastrointestinal. La eficacia de este
farmaco es muy variable entre pacientes, obteniéndose resultados de bajada de peso
diversos. Fue el primer farmaco anti-obesidad cuya accidon se centraba en el tracto
gastrointestinal y no tiene accién aparente en los neurotransmisores del sistema central.
Actualmente no es muy empleado debido a sus efectos adversos relacionados con
incontinencia fecal o esteatorrea, ademads de influir en la biodisponibilidad y absorcién de
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vitaminas liposolubles y ciertos farmacos como ciclosporina, levotiroxina, amiodarona, o
farmacos antirretrovirales %.

En los ultimos afios se han aprobado diversos farmacos analogos del péptido similar a
glucagén 1 (aGLP-1) como la liraglutida y semaglutida (Tabla 4). El mecanismo de accién de
estos farmacos se basa en la activacion de los receptores de GLP-1, potenciando la secrecion
de insulina, inhibiendo la secrecién de glucagdn en funcién de la concentracién de glucosa en
sangre; y ademas han demostrado suprimir el centro del apetito y retrasar el vaciado gdstrico,
ayudando en la pérdida de peso *. Liraglutida debe administrarse diariamente mediante
inyeccion subcutanea, mientras que semaglutida es de administracion subcutanea semanal y
se ha aprobado la forma de administracidon oral, aunque esta ultima presenta grandes
variabilidades en biodisponibilidad y eficacia 3. Ambos aGLP-1 cuentan con numerosos
efectos adversos, contraindicaciones e interacciones farmacolégicas importantes. Recientes
estudios han relacionado el uso de aGLP-1 con un incremento en neuropatias épticas 2. El
ultimo farmaco en unirse a esta bateria de tratamientos ha sido tirzepatida, un principio
activo con mecanismo de accién dual, ya que es andlogo de GLP-1 y ademds de agonista de
los receptores del polipéptido insulinotrépico (arGIP) 3334,

IMC > 30 kg/m?
IMC = 27 kg/m? con comorbilidades

Dieta hipocaldrica Incremento actividad
equilibrada fisica

[ Tratamiento farmacoldgico J

-

[ Liraglutida 3,0 / Semaglutida 2,4 ]

[ Falta de efecto ][ Mala tolerancia ][ Contraindicado ]

-

| Orlistat 120 mg \ | Naloxona - Bupropién ’

Figura 5. Algoritmo de tratamientos farmacoldgicos para el manejo de la obesidad. Adaptado
de: Caixas et al, 2020.
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Otro tratamiento ampliamente empleado es la cirugia bariatrica, se considera para aquellos
adultos con IMC superior a 40 kg/m? o >35 kg/m? con comorbilidades que se verian
beneficiadas por una bajada de peso. Dentro de la cirugia baridtrica podemos encontrar
diferentes tipos de intervenciones, todas enfocadas en la reduccién del volumen del
estomago y por ende reduccién de la absorcidn de alimentos e ingesta de calorias **. Son un
tipo de intervenciones invasivas, que pueden contar con numerosos riesgos o efectos a largo
plazo como reflujo gastroesofagico, incontinencia fecal, déficits vitaminicos y proteicos o
recuperacién ponderal del peso 3°.

Debido a la cantidad de efectos adversos y secundarios que producen esta serie de
tratamientos y la enorme variabilidad en eficacia interindividual de los mismas, el uso de
otras terapias menos agresivas y de cardcter mds natural seria mds recomendable para la
ayuda en el control del peso y mejora de la obesidad. La terapia médica nutricional se basa
en una intervencién individualizada sobre la nutricién para reducir la ingesta caldrica y
mejorar la calidad nutricional de los alimentos consumidos %, Este tipo de intervenciones
debe ir siempre acompafiado por actividad fisica y acompafiamiento psicolégico para que sus
efectos se mantengan en el tiempo y sea efectivo; ya que los mecanismos compensatorios
del organismo conducen a la persistencia de la obesidad ¥'.

1.2 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por elevados valores
de glucosa en sangre que pueden provocar graves complicaciones en el organismo o incluso
la muerte cuando no son tratadas adecuadamente. Esta patologia crénica se caracteriza por
la falta de produccién de insulina en el organismo, o bien la deficiencia en el uso de esta,
provocando finalmente resistencia de los tejidos y érganos a su accidon. La insulina es una
hormona producida por el pancreas, que permite la entrada de glucosa en las células del
organismo para su consumo o almacenamiento. También es esencial en el control del
metabolismo de grasa y proteinas. La falta de insulina o la incapacidad de las células del
organismo a responder a ella provocan elevados niveles de glucosa en sangre, situaciéon
también denominada hiperglucemia.

Diferenciamos diferentes tipos de diabetes, principalmente tipo 1y tipo 2, en funcién de las
caracteristicas de su aparicién o desarrollo (Tabla 2) . La diabetes tipo 1 (DM1) tiene un
origen autoinmune, donde el propio organismo ataca las células B pancreaticas impidiendo la
produccién de insulina *. Se suele diagnosticar en la infancia o adolescencia, y su desarrollo
se debe a distintos factores tanto genéticos como ambientales e idiopaticos *°. Es en cambio
la diabetes tipo 2 (DM2) la que estd relacionada con la obesidad y los malos habitos
alimenticios. Se define la DM2 como las alteraciones metabdlicas que implican una
hiperglucemia crénica secundaria a trastornos en el metabolismo de los hidratos de carbono,

20



Introduccién

provocados principalmente por defectos en la secrecién de insulina, Rl o de la combinacion
de ambos procesos (Figura 6) *.

Tabla 2. Principales caracteristicas y diferencias de los dos principales tipos de diabetes
mellitus. Adaptado de: Anibaro & Lachica, 2023.

DM1 DM2
Edad diagndstica < 30 anos > 40 aios
Origen Autoinmune Multifactorial
Aparicion Brusca Progresiva
Peso No obesidad Obesidad (80%)
Niveles insulina Descendidos o nulos Variables
Prevalencia <10% 90%

DM1.: diabetes mellitus tipo 1, DM2: diabetes mellitus tipo 2.

Célula B pancreatica

Colon — | Y Funciéondelacélulap |, Cerebro
Microbiota 1 Masa de la célula B ™ Apetito
abdominal J- INSULINA J Pico dopamina

J- Secrecién GLP-1 //1 { l J Tono simpéatico
Trastorno
inmunitario/ J Efecto Defecto en
. .. p —_————
inflamacién incretinico células a INSULINORRESISTENCIA M
| Higado
Amilina I J Glucagon 1 Produccién
T \ ! glucosa

Musculos
4 Absorcion
muscular periférica

l

I

I

I

I

Tejido adiposo }I
S

Estémago / [ HIPERGLUCEMIA ]

-
intestino delgado Activacién SGLT-2 I I
‘I Absorcidn glucosa

— s o o E— E—

Rifién N I Lipdlisis
‘I Reabsorcién glucosa

Figura 6. Fisiopatologia de la DM2. Adaptado de: Gomez Ramon et al, 2021.
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En el afio 2021, alrededor de 537 millones de personas en el mundo padecian diabetes (Figura
7), siendo alrededor del 90% la incidencia del tipo 2; valores que se espera que incrementen
en los préximos anos 2. Ademas, anualmente 1,5 millones de muertes estan directamente
asociadas a esta patologia *. En la actualidad, la DM2 es una de las enfermedades mas
prevalentes del mundo, especialmente en los paises de mayor indice humano, donde los
valores de obesidad son mas elevados. Tanto el nUmero de casos como la incidencia de
diabetes en la poblacion ha crecido de manera exponencial durante las Gltimas décadas . El
desarrollo de DM2 tiene lugar por la combinacién de diversos factores tanto genéticos, como
medioambientales, por lo que su origen es multifactorial.

L’ <4%
0 4-<5%
B 5-<7%
W 7-<9%
B 9-<12%
B > 12%
sin estimaciones

B,

Figura 7. Estimacién de la prevalencia DM2 global en adultos (20 - 79 afios) en el afio 2021.
Adaptado de: IDF, 2021.

1.2.1 Diagndstico

El diagndstico de la DM2 se realiza mediante la deteccion de niveles elevados de glucosa en
sangre, estos pueden ser medidos en plasma o a través de la hemoglobina glicosilada (HbA1c)
(Figura 8). La medida de sangre en plasma puede realizarse en ayunas o tras una sobrecarga
oral de glucosa (test de tolerancia a la glucosa), y ambas nos aportan valores puntuales;
mientras que la HbAic nos presenta una media de la glucemia que ha tenido el paciente en
los ultimos 2-3 meses aportando una visién mas realista de su estado. Se consideran niveles
elevados de glucosa los superiores a 126 mg/dL en ayunas, y superiores a 200 mg/dL dos
horas tras la ingesta de 75 g de glucosa; asi como niveles de HbAic superiores a 6,5% *.
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Diabetes Prediabetes (ITG)

Prueba Diagnostico si UNO o Diagnostico si AMBOS
MAS criterios se cumplen criterios se cumplen

<7,0
mmol/L
y

>7,8y<11,1

mmol/L

27,0

mmol/L
Glucosa en plasma

€n ayunas (126 mg/dL)

y si medido

>11,1

Glucosa en plasma 2h mmol/L
Administracidn oral de 75g glucosa

(test oral tolerancia a la glucosa)

(140 - 200 mg/dL)

(200 mg/dL)

248
mmol/mol

0

HbA, (equivalente al 6,5%)

= I I
Medida aleatoria mmol/L

glucosa en plasma
con sintomas de hiperglicemia

IIOIIOIIOII

(200 mg/dL)

Figura 8. Criterios para el diagndstico de la diabetes. HbAic: Hemoglobina glicosilada; ITG:
Intolerancia oral a la glucosa; IFG: Glucemia en ayunas alterada. Adaptado de: IDF, 2021.

1.2.2 Fisiopatologia

Ya que la glucosa circula por la sangre dentro de los vasos sanguineos, gran parte de su efecto
dafino se producira en el sistema circulatorio. Los niveles elevados de glucosa mantenidos
durante largos periodos de tiempo pueden provocar graves dafios tanto microvasculares
como macrovasculares, ya que es el momento idéneo para que tenga lugar la glicaciéon de
proteinas 4’ y |la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS). Estudios muestran
gue la severidad de los dafios vasculares depende del grado y duracién de la exposicidn a esos
niveles elevados de glucosa **8. Englobamos entre las complicaciones microvasculares la
retinopatias, nefropatia y neuropatias; mientras que los dafios macrovasculares engloban
arteriopatia coronaria, enfermedad cerebrovascular y enfermedad arterial periférica *.

La complicaciéon microvascular mds comun de la diabetes es la retinopatia, la cual puede
terminar en ceguera. Su principal mecanismo de accion deriva de la produccion de productos
finales de glicacién (AGEs); a los cuales dedicaremos un apartado mas adelante, que pueden
llegar a producir pequefias hemorragias en la retina o provocar su desprendimiento . La
nefropatia diabética es una de las principales causas del fallo renal en insuficiencia renal
grave, y tiene lugar tras una combinacién de alteraciones metabdlicas que provocan
hipertrofia glomerular y pérdida de células funcionales. La neuropatia diabética se define
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como la presencia de disfuncion en los nervios periféricos. Los principales causantes parecen
ser el estrés oxidativo y la acumulacion de polialcoholes en tejidos.

La arteriopatia coronaria es el dafio macrovascular mas comun entre los pacientes con DM2.
Los niveles elevados de glucosa promueven el estado procoagulatorio asi como la tendencia
a la formaciéon de placas de ateroma, incrementando la probabilidad de un evento
trombético. Ademas, los pacientes con DM poseen un riesgo de sufrir ictus cerebral superior
en un 150-400% comparado con la poblacion no diabética *. Las lesiones en arterias
periféricas y su gravedad se ven influenciadas por los niveles y duracién de la hiperglucemia
en plasma.

Una diabetes descontrolada puede provocar desequilibrios metabdlicos que podrian requerir
hospitalizaciéon inmediata. El abordaje de la DM debe realizarse de manera integral,
similarmente a la obesidad. Las medidas no farmacolégicas (estilo de vida, alimentacidn,
ejercicio fisico) juegan un papel esencial en el control de los sintomas de la diabetes y en la
prevencion de su avance al igual que en la obesidad.

1.2.3 Tratamiento farmacoldgico y no farmacoldgico

Al tratarse de una enfermedad tan prevalente en el mundo, su farmacoterapia es extensa y
se basa en el manejo de los niveles de glucosa en sangre; principalmente los niveles de glucosa
postprandial. La reduccidn del valor de HbAic por debajo de 7% ha demostrado disminuir el
riesgo de sufrir complicaciones macrovasculares *°. Originalmente se denominaba
antidiabéticos orales a toda la farmacologia que no suponia la administracion de insulina,
pero en la actualidad es mds correcto denominarlos antidiabéticos no insulinicos (ADNI), ya
gue han sido aprobados diferentes farmacos en presentacién inyectable subcutanea. Los
farmacos ADNI pueden dividirse en 8 grupos 3°:

- Biguanidas:
La Unica molécula empleada de este grupo es la metformina, ejerce su accién reduciendo
la secrecion de glucagén y aumentando la recaptacion de glucosa en los tejidos
periféricos. Es el tratamiento de eleccion en todos los pacientes con DM2, para todos los
estadios de la enfermedad salvo en insuficiencia renal grave. Sus efectos secundarios mas
frecuentes son gastrointestinales (dispepsia y diarrea); y ha demostrado disminuir las
complicaciones microvasculares y la morbimortalidad en pacientes obesos.

- Sulfonilureas:
Actuan incrementando la secrecion pancredtica de insulina, la Unica molécula empleada
de este grupo es la glicazida. Como principal efecto adverso encontramos la hipoglucemia,
ademas de ganancia de peso.

- Glinidas:
Poseen mismo mecanismo de accién que las sulfonilureas, incrementando la secrecion de
insulina desde el pancreas. La Unica molécula comercializada es la repaglinida, y su
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principal efecto adverso también son las hipoglucemias. Puede producir ademas diarrea
y dolor abdominal.

- Glitazonas (tiazolidinadionas):

Unico grupo que funciona elevando la sensibilidad periférica a la insulina. Actualmente
encontramos comercializados dos moléculas, pioglitazona y rosiglitazona. Promueven la
retencidn de liquidos y ganancia de peso, por lo que estan contraindicados en insuficiencia
cardiaca o cancer de vejiga.

- Inhibidores DPP-4:
Su mecanismo de accidn es la inhibicidn de la enzima dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4) en el

intestino, elevando los niveles de incretina endégena como el GLP-1y el GIP. Encontramos
diferentes moléculas, principalmente sitagliptina, vidagliptina y linagluiptina. Se
emplean tanto en monoterapia como en combinacidon con metformina. Poseen pocos
efectos adversos, pero no deben emplearse en combinacién con los agonistas de GLP-1.

- Inhibidores cotransportador SGLT-2:

El mecanismo de accion de este grupo se basa en la inhibicidn de la recaptacion de glucosa
a nivel renal, blogqueando los transportadores de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT-2) del tubulo
contorneado proximal de las nefronas. Podemos encontrar las moléculas dapaglifozina,
ampaglifozina y canaglifozina. Se les asocian incrementos en las infecciones genitales
debido a la eliminacién de glucosa a nivel renal. No producen hipoglucemias, ayudan a la
bajada de peso y pueden tener beneficios cardiovasculares.

- Agonistas GLP-1:
Su accién incrementa los niveles de GLP-1, un péptido intestinal que aumenta la secrecién

de insulina y reduce la de glucagdn. Se trata de inyectables subcutaneos, salvo
semaglutida que también existe en presentacién oral. Otras moléculas comercializadas
son liraglutida y exenetida. Los principales efectos secundarios son las nduseas y vdmitos
gue aparecen al inicio del tratamiento.

- Inhibidores de a-glucosidasa:

Funcionan inhibiendo la enzima digestiva a-glucosidasa, reduciendo la absorcién
intestinal de glucosa. La Unica molécula comercializada es la acarbosa, cuyo uso es muy
limitado, pero sirve como sustancia de referencia en el estudio de nuevos farmacos
antidiabéticos. Sus principales efectos adversos son las flatulencias y diarrea.

La administracion de insulina exdgena es la base de la farmacologia en DM1; sin embargo,
mientras el funcionamiento del pancreas permita la secrecién de insulina util, se evitara su
uso en DM2. Solo en los estadios avanzados o imposibilidad de control de la glucemia tras uso
de combinaciones de 3-4 ADNI se introducira la administracién de insulina basal (Figura 9) *2.
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HbA,.<7%  HbA,.7-9%

No Met
farmacolégico

+ iDPP4, iSGLT2, aGLP-1 oral, Pio
oSuU

HbA,. > 9%
A
Asintomatico Sintomatico
Doble terapia Insulina +
Met + otro ADNI Met

Anadir
insulina
basal

Obesidad
(IMC > 35 mg/kg?)

+ aGLP-1
o arGIP/GLP-1 dual
0 iSGLT2

Met

Figura 9. Algoritmo simplificado del tratamiento de la DM2. ADNI: antidiabético no insulinico;
arGIP: agonista de los receptores del polipéptido insulinotrépico; aGLP-1: anadlogo del péptido
similar al glucagéon; HbAic: hemoglobina glicosilada, iDPP4: inhibidor de la dipeptidil
peptidasa; IMC: indice de masa corporal; iSGLT2: inhibidor del cotransportador de sodio y
glucosa tipo 2; Met: metformina; Pio: pioglitazona. Adaptado de: Fundacion redGDPS, 2023.

Los distintos tipos de insulinas exdgenas disponibles se estructuran en funcién de su

farmacocinética, ya que el mecanismo de accidn es el mismo que la propia insulina (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los diferentes tipos de insulina exdgena en funcion de su
farmacocinética. Adaptado de: Anibaro & Lachica, 2023.

Tipo de insulina Comienzo accion | Pico maximo Duracion
Ultrarrapidas 10 - 15 min 1-2h 4h
(lispro, aspart)

IHB 30 min 2-4h 5-6h
Rapidas

AlH 5—-15min 05-2h 4-8h
Accion intermedia
(NPH, NPL) 2-4h 4-10h 10-18h
Accion Glargina 1-2h No >24 h
prolongada Degludec 1-2h No >42 h

AlH: analogos insulina humana; IHB: insulina humana biosintética; NPH: insulina isofanica; NPL:

insulina lispro protamina.

Ademas de los tratamientos farmacoldgicos, las terapias no farmacoldgicas pueden servir en
su prevencion y mejora. Dentro de estas terapias podemos encontrar la actividad fisica junto
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con una correcta dieta. A través de la alimentacidn se pueden realizar notables mejoras en el
bienestar de la poblacién.

1.3 Obesidad y diabetes: diabesidad

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de DM2, y se estima
qgue el grado de obesidad es la mayor influencia medioambiental en la prevalecia de la DM2;
siendo alrededor del 85% de las personas que sufren DM2 obesas o con sobrepeso . Es por
lo que desde principios de los afios 70 se ha acufiado el término “diabesidad” para referirse
a la presencia de diabetes en el contexto de la obesidad; ya que son situaciones que cada vez
van mas de la mano **. La obesidad o exceso de grasa inducen Rl que puede desembocar en
DM >3, Se considera a este problema de salud como una pandemia a nivel mundial, con graves
consecuencias econdmicas en los paises sin importar su nivel de desarrollo *¢. Consideraremos
gue un individuo padece diabesidad cuando se dé la situacion diagndstica de DM2 y obesidad
grado | o superior.

Existen tres hipdtesis que relacionan la fisiopatologia de estas dos enfermedades (Figura 10)
57,58.

- Hipétesis inflamatoria: debido al estado constante de inflamacion en pacientes obesos,

existen lazos entre citoquinas proinflamatorias (TNF-a, interleuquinas) producidas por
adipocitos y el incremento en la RI.

- Hipédtesis de exceso lipidico: metabolitos de lipidos liberados por el tejido adiposo inhiben

sefales de transduccion de insulina e inducen RI.

- Hipdtesis de las adipoquinas: citoquinas (adipoquinas) secretadas por tejido adiposo

inducen inflamacién y cascadas metabdlicas que contribuyen a la RI.
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Figura 10. Hipotesis de la relacidn fisiopatoldgica entre obesidad y DM2. A) Hipdtesis
inflamatoria, B) hipdtesis de exceso lipidico y C) hipdtesis de las adipoquinas. IL-1:
interleuquina tipo 1; TNF-a: factor de necrosis tumoral a. Adaptado de: Chadt et al, 2000.

Adipocitos

La principal prioridad en los pacientes con diabesidad es el control glicémico, ya que como
anteriormente se ha comentado es el principal causante de las complicaciones asociadas a la
DM?2. Sin embargo, la pérdida de peso de valores entre el 5y 10% se asocia con mejora en los
factores de riesgo cardiovascular como HTA y dislipemia, ademas de evitar la morbilidad y
mortalidad asociadas a la obesidad conjunta a DM 3. Es por ello por lo que en las ultimas
décadas se ha producido una inclusién de tratamientos que permiten esa mejora de los
niveles de glucosa y promueven la pérdida de peso, ayudando a un mejor control global de Ia
patologia. Este conjunto de fadrmacos permite un tratamiento dual de la DM2 y la obesidad,
por lo que podriamos denominarlos fdrmacos anti-diabesidad (Tabla 4). Los farmacos que
mejor encarnan este posible tratamiento dual son los aGLP-1y arGIP. Para obtener los efectos
de bajada de peso de mas de un 10% sobre el peso original, se requiere un uso de al menos 1
afo de tratamiento a dosis maximas, incluso afio y medio dependiendo del farmaco, ya que
discontinuidades en la administracién han demostrado una recuperacion del peso perdido *°.
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Tabla 4. Resumen farmacos aprobados anti-diabesidad en Espafia. Adaptado de: AEMPS,
2014; Chakhtoura et al, 2023; Jastreboff et al, 2022.

Aiio de aprobacion Coste
Principio (FDA/EMA) Mecanismo de Bajada de mensual
. <2 o
activo DM2 Obesidad accion peso (%) aproximado
Inhibicion lipasa
. FDA 1999 £
Orlistat - EMA 1998 gastrlcla_y 10,6 99,50 €
pancreatica
Agonista NE /
Fen’Fermlna / ) FDA 2012 Agonista QABA, 86 "
Topiramato antagonista
glutamato
Antagonista
Naltrexona / i FDA 2014 receptores opioides 61 81 €
Bupropion EMA 2015 / Inhibidor ’
recaptacion NEy D
. . FDA 2010 FDA 2014 .
Liraglutida EMA 2009 EMA 2015 Andlogo GLP-1 8 283 €
. FDA 2017 FDA 2021 .
Semaglutida EMA 2018 EMA 2021 Andlogo GLP-1 14,8 292 €
. . FDA 2022 FDA 2023 Agonista receptores
Tirzepatida EMA 2022 | EMA2024 | GIPyandlogoGLp-1 |  2O° 359¢

D: dopamina; EMA: Agencia Europea del Medicamento; FDA: Food and Drug Administration; GABA:
acido y-aminobutirico; GIP: polipéptido inhibidor gastrico; GLP-1: péptido 1 similar al glucagdn; NE:
norepinefrina. * No comercializado en Espafia. % bajada de peso con dosis maximas aprobadas tras
52 - 72 semanas de tratamiento.

Los farmacos aGLP-1 poseen ciertos efectos adversos que pueden llegar a ser graves como la
pancreatitis aguda 3°, ademas de compartir reacciones adversas mas frecuentes como diarrea,
nauseas, hipoglucemia (muy graves si esta/va asociada a sulfonilureas), infecciones del tracto
urinario, taquicardia, HTA, fatiga, o cefalea *°.

Liraglutida reporta una mejora de los factores cardiovasculares ®, pero también es el
principio activo que mas interacciones farmacolégicas se han notificado. Se teorizan
importantes interacciones con fdrmacos que actian a nivel renal como el iSGLT2 ertuglifozina,
o diversos diuréticos como la indapamida o furosemida *°. Por otro lado, semaglutida posee
una interaccién importante con el anticoagulante oral warfarina, mientras que tirzepatida
todavia no ha reportado ninguna interaccién farmacoldgica debido a su reciente aprobacion.

Aunque los farmacos aGLP-1 y arGIP se encuentran en algunos casos financiados por el
sistema nacional de salud para el tratamiento de la DM2; se deben cumplir ciertos
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requerimientos para su financiacion, ya que no son la primera linea terapéutica. En la
actualidad no se encuentran financiados para el tratamiento de la obesidad, esto supone que
los precios no se encuentran intervenidos y el paciente debe costear su totalidad. Esto marca
una gran diferencia en la posibilidad de acceso a estos tratamientos en funcion del poder
adquisitivo. Ademas, su extendido uso y popularizacion a través de las redes sociales han
fomentado problemas de suministro y desabastecimiento desde el pasado afio 2022 .,

A pesar de la eficacia de estos fdrmacos para el tratamiento de la diabesidad, siempre van a
ser considerados como coadyuvantes, ya que el tratamiento principal y clave para su éxito es
el cambio en el estilo de vida; incluyendo ejercicio fisico y dieta. La pérdida de peso supone
una mejora en el control de la glucemia y en la evolucidn de muchos de los factores de riesgo
presentes en este tipo de pacientes como la HTA o dislipemia. La pérdida de peso es una meta
dificil de lograr y mas dificil todavia de mantener. El uso de fdrmacos para reducir el peso es
efectivo pero el consumo de este tipo de sustancias durante largos periodos de tiempo no es
recomendable debido a su perfil de seguridad y presencia de efectos adversos.

1.4 Hipertension arterial

La presidn arterial o presiéon sanguinea es una medicién de la fuerza que ejerce la sangre que
circula por las arterias contra las paredes de estas; sus valores nos aportan informacion del
sistema cardiovascular de una manera sencilla, rdpida y no invasiva. La hipertension arterial
(HTA) mas que una patologia por si sola se considera un sintoma que exacerba y predispone
al desarrollo de otras patologias cardiovasculares como ACV, ictus, infarto de miocardio, etc;
incrementando su morbimortalidad 2. Podemos diferenciar entre HTA primaria o secundaria,
en funcidn del origen que causa esta condicién. La forma secundaria se da en una pequefia
porcion de los pacientes debido a causas muy concretas como alteraciones genéticas u otras
patologias, lo cual dificulta su deteccién, diagndstico y correcto tratamiento; ya que en
ocasiones derivan en HTA resistente. El origen de la forma primaria se debe a complejas
interacciones entre la genética del individuo, factores ambientales y su propio proceso de
envejecimiento .

1.4.1 Diagndstico

La HTA viene definida segun las Guias Europeas por los valores de presidn sanguinea, a partir
de los valores de 140 mmHg de presion sistdlica y/o de 90 mmHg de diastdlica %. La categoria
de la HTA se clasifica en tres niveles de gravedad (Tabla 5). El diagnostico de HTA debe basarse
en multiples medidas realizadas en momentos separados en el tiempo, también es esencial
la informacién sobre los antecedentes tanto familiares como personales.
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Tabla 5. Clasificacion de los grados y categorias de hipertension arterial. Adaptado de: Mancia
etal, 2023.

Categoria Sistélica (mmHg) Diastdlica (mmHg)
Optimo <120 y >80
Normal 120-129 y 80-84

Normal - Elevada 130-139 y/o 85-89
HTA grado 1 140 - 159 y/o 90-99
HTA grado 2 160-179 y/o 100 - 109
HTA grado 3 >180 y/o >110

La HTA es el trastorno cardiovascular con mayor prevalencia mundial, segin las OMS en el
afio 2023 la cifra de personas entre 30 y 79 afos que padecia HTA era de 1,28 billones *. A
pesar de ello, se estima que mas de la mitad de las personas que padecen HTA no han sido
diagnosticadas. La HTA es uno de los principales factores reversibles de las enfermedades
cardiovasculares.

1.4.2 Fisiopatologia

Existe una relacién entre elevada presién arterial y eventos cardiovasculares, asi como
problemas renales. La presion arterial es regulada por una variedad de sistemas
neurohormonales, sin embargo, uno de los principales determinantes para el desarrollo de
HTA es la acumulacidn de grasa visceral, y el ratio entre masa muscular y tejido adiposo. Existe
una clara asociacioén entre el incremento de peso y el incremento en la presion arterial ®. Se
ha demostrado que en los pacientes con elevada grasa visceral hay un incremento en la
actividad simpatica, que conlleva elevacién del ritmo cardiaco y de la presion arterial .
Preocupa especialmente al aumento en la incidencia de HTA asociada a obesidad en nifios y
adolescentes ¢,

En obesidad y patologias relacionadas con la obesidad como la HTA, hay una reduccién en la
disponibilidad de éxido nitrico (NO) principalmente causado por el estrés oxidativo, asi como
la resistencia periférica a insulina ¢”8, Existe un vinculo entre el estrés oxidativo y la disfuncién
endotelial, agravados por la presencia de obesidad. También encontramos elevada incidencia
de pacientes que sufren HTA juntamente con DM2, esto se debe a que frecuentemente
comparten caracteristicas fisiopatoldgicas (Figura 11) ®. La hiperglucemia crénica vy
consecuente RI, son clave para el desarrollo de alteraciones y complicaciones vasculares. El
endotelio vascular juega un papel fundamental en el desarrollo de HTA y complicaciones
cardiovasculares, ya que es un elemento esencial del tono vascular. Existe una relacién entre
la hiperglucemia crénica y el incremento en formacidon de AGEs, estrés oxidativo e
inflamacidén; estas alteraciones vasculares generan endurecimiento de las arterias y vasos
provocando pérdida de su elasticidad 7°.
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Factores de riesgo comunes

Obesidad

Genética Dislipemia

HIPERTENSION
ARTERIAL

[ DIABETES ]

. Disfuncién Inflamacién Rigidez Remodelado
Aterosclerosis . , .
endotelial vascular endotelial arterial
Y ¢ i
Dafio macrovascular Dafio microvascular
| ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR

Figura 11. Hipertensidon arterial y diabetes incrementan el riesgo de enfermedad
cardiovascular al promover dafio y modificacién endotelial, cuyas consecuencias se ven
exacerbadas por la coexistencia de ambas patologias. Adaptado de: Petrie, Guzik & Touyz,
2018.

1.4.3 Tratamiento farmacoldgico y no farmacoldgico

La farmacologia basica para el tratamiento de la HTA se basa en tres grandes grupos de accién:
diuréticos, inhibidores de la actividad simpdtica y vasodilatadores 7!, Cuyas combinaciones

se resumen en el algoritmo de la Figura 12.

1. Diuréticos: mediante la eliminacién de liquido acumulado, muchas veces originario de
edemas, se logra reducir el volumen de sangre en las arterias, asi como la carga de
esfuerzo que debe ejercer el corazén para bombearla.

- Diuréticos del asa: inhiben la reabsorcion de Na*, K*y Cl" en el asa de Henle,
incrementando la excrecion renal de H,O y reduciendo la presion arterial. Ej.
Furosemida.

- Tiazidas: incrementan la secrecidon de Na*, H,O y K* en el tibulo contorneado renal
distal, reduciendo el volumen de liquido extracelular. Ej. Hidroclorotiazida.

- Diuréticos ahorradores de potasio: bloquean los canales de Na* en el tubulo
contorneado distal impidiendo la reabsorcién de Na*y H,O. Ej. Eplerenona y
espironolactona.
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2. Inhibidores de la actividad simpatica
- B-bloqueantes: bloqueo de ambos receptores . Encontramos un subgrupo cardio-
selectivo antagonistas de B-1 que producen reduccién de la frecuencia cardiaca y
contractilidad, y provocan relajacion en musculatura lisa. Ej. Bisoprolol, nebivolol.

- a-bloqueantes: bloqueantes selectivos de los receptores a-1 adrenérgicos
postsindpticos produciendo vasodilatacién periférica. Ej. Doxazosina.

3. Vasodilatadores
- Modificadores del sistema renina angiotensina:

e Inhibidores enzima convertidora de angiotensina (IECA): se logra reduccion de
la formacion de angiotensina Il induciendo vasodilatacion entre otras acciones.
Ej. Enalapril.

e Antagonistas receptor angiotensina Il (ARA-I1): bloquean los receptores AT1 de
la angiotensina Il localizados en los vasos, produciendo vasodilatacién. Ej.
Olmesartan, valsartan.

e Inhibidor de renina: bloqueo del sistema renina-angiotensina-aldosterona
mediante inhibicién directa de la renina. Unica molécula del grupo es aliskiren.

- Antagonistas de canales de calcio: bloquean la entrada del ion Ca?* en las células
musculares lisas, produciendo vasodilatacién arterial. Ej. Amlodipino, verapamilo.

Farmacoterapia inicial | e /aRA-II + ACA o Diurético

Doble combinacién

PA no controlada

Segundo escalon IECA/ARA-II + ACA + Diurético

Triple combinacion

PA no controlada

Tercer escaldn
Triple combinacién + Confirmar HTA resistente
espironolactona u otro farmaco

PA no controlada

+ Espironolactona
u otro diurético, AB o BB

Figura 12. Algoritmo general del tratamiento de la hipertension arterial. AB: bloqueante a-
adrenérgico; ACA: antagonista canales de calcio; ARA-II: antagonista receptores angiotensina
II; BB: blogueante B-adrenérgico; IECA: inhibidor enzima convertidora de angiotensina; PA:
presioén arterial. Adaptado de: Macia et al, 2023.
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La pérdida de peso basado en dieta, ejercicio y cambio de habitos sigue siendo el tratamiento
de eleccién en la prevencion y mejora de la fisiopatologia de la HTA, especialmente la asociada
a obesidad. El tratamiento farmacoldégico de la HTA asociado a obesidad puede producir
efectos adversos a tener en cuenta, sobre todo cuando hablamos de poblaciones
adolescentes y pedidtricas, donde lo mas adecuado seria la prevencién.

1.5 Los efectos toéxicos del exceso de glucosa en el organismo

El exceso de glucosa produce dafios micro y macrovasculares en el organismo, pero se
desconoce cuan grave debe ser esa hiperglucemia y el tiempo de exposicién para que se
manifiesten los efectos toxicos (Figura 13). Para que la glucosa produzca dafios a nivel celular,
esta debe ser introducida a través de las membranas mediante los transportadores de
glucosa. Ciertos tipos celulares son mds susceptibles a estos desequilibrios introduciendo
cantidades de glucosa superiores a lo necesario, como las células B-pancredticas, neuronas y
células del endotelio vascular; lo que los convierte en los tejidos mas susceptibles a la
toxicidad inducida por glucosa *.

Desordenes

musculoesqueléticos
Infarto

Fallo cardiaco

EPOC . EHG L,
Cardiopatia isquémica

Apnea del sueno

obstructiva A A
L
EXCESO Dislipemia
Cancer g de =) Enfermedad
higado graso
glucosa
1
Factores epigenéticos y Equilibrio Nefropatia
geneticos »  anergético b
Factores ambientales Diabetes ;
' mellitus Neuropatia
Calidad Resistencia a
dieta o . 2 la insulina . ,
Actividad Disfuncion Retinopatia
fisica Grasa tejido adiposo
visceral

Figura 13. Enfermedades y alteraciones asociados al exceso de glucosa y su efecto tdxico.
Adaptado de: WHO, 2022.
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Existen diversos mecanismos por los que el exceso de glucosa produce toxicidad en el

organismo (Figura 14):

1.

El incremento de la oxidacién de glucosa promueve la produccion de superéxido. Tras
la entrada de glucosa en la célula, se metaboliza y proporciona dadores de electrones
para ceder a la mitocondria. Cuando la capacidad de trabajo de la mitocondria se
supera, los dadores de electrones comienzan a sintetizar especies reactivas de oxigeno
(EROS).

Produccidn de sorbitol a partir del exceso de glucosa se incrementa, disminuyendo el
NADPH, limitando a su vez la produccion del antioxidante glutation; uno de los
mecanismos antioxidantes importantes en las células. La enzima glutatién reductasa
lo reduce ayudado del NADPH, cuando se agota la cantidad de NADPH la célula queda
vulnerable a los efectos de los EROS.

Parte del exceso de glucosa se convierte en fructosa-6-fosfato y pasa a la ruta de las
hexaminas, cuyos productos modifican la expresidn genética y a su vez incrementan
la sintesis de EROS.

Activacion del sistema PKC (proteina quinasa C) resulta en la expresién de factores
gue promueven la formacién de EROS y producen dafios en los vasos sanguineos y la
circulacién. La activacion de esta ruta puede promover la activacién de expresién de
genes inductores de dafio endotelial, asi como inducir la vasoconstriccién.

La presencia de niveles elevados de glucosa de manera crénica induce a la glicacion

de proteinas, que serviran como precursores de AGEs y producirdn modificaciones
estructurales y dafios a nivel de los vasos sanguineos.
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/ I

— 1 Sorbitol ——® Fructosa

Acumulacion de EROS

por disminucion
2 glutation
Oxidacion Glicolisis y
—»

glucosa ciclo ATC

\ ) Formacion de EROS,
4 Via dafio mitocondrial
hexosaminas
Gllcacu?n de Activacion
proteinas PKC

—— | Glucosa 1,3

¢ Dafios estructurales y Formacion de
AGEs — funcionales, formacion de EROS, daiio vasos
EROS, dafio vasos sanguineos sanguineos

Figura 14. Mecanismos por los que la glucosa intracelular genera toxicidad en el organismo.
AGEs: productos finales de glicaciéon avanzada; ATC: acido tricarboxilico; EROS: especies
reactivas de oxigeno; PKC: proteina quinasa C. Adaptado de: Campos, 2012.

1.5.1 Productos finales de glicacion avanzada (AGEs)

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) son moléculas, principalmente proteinas
y acidos nucleicos, que sufren modificaciones irreversibles en un proceso denominado la
reaccion de Maillard que tiene lugar a través del metabolismo normal, pero su sintesis se ve
inducida por las elevadas concentraciones de glucosa. Las concentraciones de AGEs en plasma
elevadas se han asociado con DM 1 y DM2, y pueden emplearse como biomarcadores
predictores de la evolucidn de patologias cardiovasculares o de la propia diabetes. En Ila
mayoria de los casos, estas moléculas se forman a partir de proteinas, cuya glicacién tiene
efectos muy variados sobre el organismo. Por ejemplo, la glicacidon de proteina B-amiloide
presente en el tejido neuronal se relaciona con progresidon de la enfermedad de Alzheimer; y
la glicacion de proteinas estructurales como el coldgeno resulta en el endurecimiento de la
matriz extracelular y consiguiente disfuncién de vasos sanguineos y drganos ’2. La glicacién de
proteinas sucede de manera natural en el organismo conforme envejecemos, por lo tanto,
aquellas proteinas que permanezcan durante periodos muy prolongados sin modificarse o
metabolizarse, serdn diana para sufrir estas modificaciones y formar AGEs. Se han identificado
cuatro tipos de reacciones por las que se producen estas moléculas (Figura 15):
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1. Autooxidacién de monosacaridos.
2. Fragmentacion de bases Schiff.
3. Degradacién de fructosa.
4. Formacién de compuestos a, B-dicarbonilicos a partir de la degradacién de
intermediarios glucoliticos y la peroxidacién lipidica.
Proteina
—> - -
Glucosa < Bases de Schiff ———— Fructosamina
—
Via de Via
Wolff Namiki
EROS
EROS EROS
Glicolisis @ v
Metabolismo Glioxal Y
., , —> - - AGEs
Degradacion de ag EROS Metilglioxal Proteina

Degradacion de aa

Figura 15. Esquema de los mecanismos enddgenos de sintesis de AGEs. aa: aminodcidos; ag:
acidos grasos; EROS: especies reactivas de oxigeno. Adaptado de: Gill et al, 2019; Nass et al,
2007.

La acumulacidn de AGEs intracelulares induce fallos como plegamiento erréneo de proteinas,
0 su agregacion irregular; mientras que, si esta acumulacién tiene lugar en espacios
extracelulares, los dafios provocados se dan principalmente mediante dos mecanismos de
accién: induciendo deformaciones estructurales mediante enlaces entre proteinas, y a través
de la unidn a receptores de AGEs (RAGE) 2. Los RAGE son receptores de superficie celular de
la familia de las inmunoglobulinas, cuyos multiples ligandos tienden a acumularse en tejidos
diabéticos. Estos receptores pueden unirse no solo a moléculas enddgenas, sino que son
capaces de interaccionar con bacterias o incluso priones 4. Se expresan en multitud de tejidos
y tipos celulares entre los que podemos encontrar musculo liso, endotelio, o tejido neuronal.
La unién de ligandos a estos receptores produce la activacion de vias de sefializacién que
provocan estrés oxidativo, disfuncién celular, dafos tisulares e inflamacién 7.

La formacién de enlaces entre moléculas AGE y proteinas estructurales, asi como la glicacién
de esas proteinas estructurales como el coldgeno, promueven la rigidez de arterias, tejido del

37



Bioactive properties of edible flowers with potential in the prevention and management of metabolic diseases and healthy ageing

miocardio y tejido conectivo, incrementado en condiciones de hiperglucémicas prolongadas
en el tiempo 777

Los AGEs no solo pueden tener procedencia enddgena, también pueden ser introducidos en
el organismo a través de la ingesta de alimentos (Figura 16) 8. En las Ultimas décadas, se ha
producido una modificacién en el estilo y contenido de la dieta; actualmente parte de la
cultura del consumismo, incitando la sobrenutricién e ingesta por encima de las necesidades
fisioldgicas, asi como la ingesta de azlcar y grasas. Muchos alimentos y productos que
constituyen la dieta de gran parte de la poblaciéon hoy en dia son preparados precocinados o
bebidas azucaradas ”°. Estos alimentos sufren procesos en los que pueden darse la formacién
de compuestos indeseados y perjudiciales como los AGEs 7. Emplear elevados tiempos de
coccidn, a elevadas temperaturas y en ambientes secos inducen la produccién de AGEs en los
alimentos precocinados, ya que se necesitan temperaturas mucho mas elevadas que las
necesarias en el organismo para su sintesis &. La ingesta de dieta baja en moléculas AGEs ha
demostrado ser beneficiosa en la evolucién de patologias como DM2, SM y obesidad, asi
como reducir los marcadores inflamatorios asociados a este tipo de patologias
cardiovasculares 883,

Diabetes Dieta
Alt.er:arjlones Tabaco
lipidicas
Enfermedad Factores
renal AG ES genéticos

Figura 16. Diferentes fuentes de origen de los productos finales de glicacion (AGEs). Adaptado
de: Vlassara, 2005.

La aminoguanidina (AMG) es un farmaco experimental que ha demostrado reducir la
produccion de AGEs, pero a su vez demostré numerosos efectos adversos como la
glomerulonefritis #, por lo que su uso no es recomendable. Es preferible una modificacion en
la dieta e ingesta, ya que ciertos alimentos y compuestos naturales han demostrado
capacidad de prevencién en la produccion de AGEs debido a sus propiedades antioxidantes
8586 asi como prevenir sintomas de patologias como la diabetes #% y otras enfermedades
incluida la enfermedad cardiovascular 8. Ademas, las moléculas capaces de reducir los niveles
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de glucosa en sangre como ciertos fitoquimicos ayudaran en la prevencién de la formacion

de AGEs *° (Figura 17).
Fitoquimicos ]—

Actividad similar Proteccion células
ainsulina B-pancreaticas

—

Inhibicién enzima
L a-glucosidasa

Aumento entrada

glucosa en células Reduccién niveles

| glucosa en sangre

Reduccion formacion de AGEs

Figura 17. Papel de los fitoquimicos en la inhibicion de formacion de AGEs a través de la
reduccion de los niveles de glucosa. Adaptado de Khangholi et al, 2016.

2. ENVEJECIMIENTO SALUDABLE

La mejora en la calidad de vida y los avances en medicina, entre otros factores, han permitido
gue la poblacién alcance una esperanza de vida cada vez mas elevada. Durante las ultimas
décadas, la esperanza de vida mundial se ha incrementado desde los 66,8 anos en el 2000
hasta alcanzar la media de 73,3 afios en 2019. En paises con un estado de bienestar instaurado
como Espanfa, la esperanza de vida media de la poblacién alcanza valores de 83,3 afios. Se
estima que para el aino 2050 la poblacién de mayores de 60 afios alcanzara los dos billones de
personas, superando el numero de nifios (Figura 18) °. Este incremento en la esperanza de
vida en la poblacién mundial, sumado con el descenso en la natalidad, plantea un futuro con
poblacién cada vez mds envejecida y con mas problemas de salud.

El envejecimiento implica cambios en la fisiologia de las personas a lo largo de los afos; que
principalmente consisten en pérdida de la vista y audicién, declive de muchos procesos
cognitivos, disminucién en la produccién de hormonas sexuales y del crecimiento, y mayor
presencia de inflamacién 2. El envejecimiento supone el principal factor en el deterioro de la
salud y metabolismo; a nivel bioldgico se asocia con la acumulacién de dafios a nivel molecular
y celular, siendo el factor de riesgo mdas importante en el desarrollo de numerosas
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enfermedades. Las patologias de caracter crénico se ven agravadas con la edad, y su
incidencia no se limita a los paises de mayores rentas.

e Porcentaje de
e 9] «* poblacion con 60
anos o mayor
J0-9
[_]10-19 }
[120-24 s
2529 6
B 30 0 mas

Figura 18. Estimacion de la proporcién de poblacién mayor de 60 afios por paises para el afio
2050. Adaptado de: Almeida et al, 2016.

El término EVAS (Esperanza de Vida Ajustada por Salud) se acufié para referirse a los afios
gue una persona se espera que viva en completa salud, sin ninguna enfermedad o lesién.
Debido al sedentarismo, el aumento en el consumo de azlcar y alimentos procesados, entre
otros factores, la esperanza de vida se ha elevado a un mayor ritmo que la EVAS, lo que se
traduce en menos afios de vida en completa salud y restante vida sufriendo diversas
patologias. Esto implica que la incidencia de enfermedades metabdlicas y relacionadas con el
envejecimiento aumentard con el paso del tiempo, planteando un escenario de
multimorbilidad. Por multimorbilidad consideramos la presencia de mds de una patologia
cronica afectando a un mismo paciente, cuyo tratamiento y control no debe considerarse de
manera independiente, pudiendo darse interacciones entre las propias condiciones y sus

tratamientos. Asociando este panorama a mayores gastos sanitarios y consumo de recursos
93

El envejecimiento saludable es un término holistico empleado por la OMS para referirse al
proceso de desarrollo y mantenimiento de la capacidad funcional que permite bienestar en
la vejez 1. Viene marcado por las interacciones que se producen entre los individuos y su
entorno, pudiendo desarrollarse diversas trayectorias o evoluciones diferentes. Implica la
promocién de vida activa y productiva, mantenimiento de las capacidades fisicas, cognitivas
y sociales. El envejecimiento saludable viene determinado por diferentes factores; algunos no
modificables como la genética y otros modificables como el estilo de vida y el entorno social.
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La OMS trata como personas mayores a todos aquellos adultos que superan los 60 afos, pero
debido a la longevidad actual es necesaria una mayor clasificacién °1. Se definen como adultos
de edad avanzada a los que se encuentran entre los 60 y 74 afios, ancianos de los 75 a 90
afios, y se denominan como longevos a aquellos que superan los 90 afios **.

2.1 Envejecimiento y enfermedades no transmisibles

Debido al envejecimiento poblacional que estd teniendo lugar globalmente, la relacién entre
obesidad y pérdida de las capacidades cognitivas, asi como la salud general cobran gran
importancia %. La obesidad conlleva una serie de consecuencias metabdlicas perjudiciales
para la salud y que ademas precipitan el deterioro que el propio envejecimiento supone al
organismo, ya que imita alguna de las caracteristicas del envejecimiento a nivel metabdlico.
Se asocia con aceleracién en los procesos celulares que tienen lugar en el envejecimiento
normal como la reduccion de los teldémeros o disminucién en la capacidad de respuesta
inmune %°. Por otro lado, el envejecimiento se asocia a un aumento de la acumulacién
abdominal de grasa a la par que disminucién de la grasa subcutdnea 2. La obesidad induce
desestabilizacién en el balance redox similar al envejecimiento; de hecho, se ha observado en
ratones obesos una disminucién en la esperanza de vida, asi como incremento de marcadores
de estrés oxidativo °¢. Se puede considerar a la obesidad por lo tanto como una patologia que
acelera el envejecimiento.

El nimero de pacientes mayores con DM2 sigue aumentando cada afo debido al incremento
de la esperanza de vida; es mas, se estima que entre los aflos 2017 y 2045 la poblacién de
mas de 65 afios con DM2 incremente de los 122 a los 253 millones de personas ¥. Relacionado
también con la DM, se ha observado que la hiperglicemia e hiperinsulinemia mantenidas en
el tiempo inducen un envejecimiento acelerado de las células B-pancreaticas *.

Se estima que un 60% de los adultos mayores de 65 afios padecen HTA, y el porcentaje
incrementa cuando se trata de pacientes fragiles como los ancianos. Los niveles de presion
arterial incrementan conforme envejece una persona, al igual que le sucede al pulso cardiaco
% Ademads, el envejecimiento vascular precoz causado por los AGEs y EROS, asi como los
mecanismos inflamatorios son clave para el desarrollo de HTA 1%,

2.2 El envejecimiento oxidativo-inflamatorio: Oxi-inflamm-ageing

Dentro de los mecanismos descritos para explicar el envejecimiento, la teoria del
envejecimiento oxidativo-inflamatorio (“oxi-inflamm-ageing”) surgié como una hipdtesis
integral que relaciona la biologia del envejecimiento con las enfermedades asociadas a él. El
envejecimiento se asocia con un empeoramiento en el funcionamiento del sistema inmune y
un aumento en la presencia de actividad inflamatoria °%. Los niveles de citoquinas
proinflamatorias se encuentran elevados entre 2 y 4 veces mas en sujetos mayores de 50 afios
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comparado con pacientes mas jovenes %2, Mientras que, en la poblacién anciana con un
envejecimiento saludable inusual, los niveles de parametros inflamatorios son inferiores a
otros individuos del mismo grupo etario 1. Se produce entonces una inflamacidon crénica y
generalizada en el organismo que se asocia a la activacion de las células inmunes durante el
curso de la vida, cuya funcion se ve comprometida, asi como estrés oxidativo cronico *. Esta
oxidacion afecta principalmente a sistemas regulatorios del organismo, reduciendo su
capacidad de homeostasis; una de las principales manifestaciones del envejecimiento.
También podemos considerar estas moléculas inflamatorias como biomarcadores del
envejecimiento %,

Las fuentes del origen de este oxi-inflamm-ageing se consideran variadas e interconectadas
(Figura 19) 1%, Se teoriza que el incremento en los niveles de inflamacién se pueda deber a un
incremento en la activacién del sistema de coagulacién, al igual que sucede en la DM2, 0 ala
senescencia celular. Otra teoria de la constante inflamacién es la inmunosenescencia, el
empeoramiento gradual de la capacidad de respuesta inmune tanto innata como adaptativa;
conllevando disminucién en la activacién y proliferacidon celular, que tiene lugar en el
envejecimiento de los individuos . Y la teoria mas relacionada con los dafios toxicos que el
exceso de glucosa puede provocar en el organismo, es la acumulacién de macromoléculas y
células dafiadas. Estos componentes son entre otros AGEs, relacionados con un estado de
leve inflamacidn crénica, empeorando la evolucidn y prondstico de numerosas patologias, asi
como el propio envejecimiento 1%,

La inflamacidn crénica puede ser prevenida a través de compuestos naturales presentes en
alimentos 1y su accién seria mas efectiva si la prevencion se realiza a lo largo de la vida y no
en edad avanzada donde el margen de maniobra es mas limitado.
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Figura 19. Mecanismos del oxi-inflamm-ageing. Adaptado de: Romero Cabrera, 2015.

3. LA PREVENCION FRENTE AL TRATAMIENTO

El futuro de la medicina recae en la prevencidn y deteccidn temprana de las patologias o
condiciones para no tener que llegar al tratamiento, o reducirlo lo maximo posible. Se conoce
a este campo de la salud como medicina preventiva, centrada en la promocion de la salud y
prevencion de las enfermedades.

El correcto manejo de pacientes con patologias crénicas, como ECV, diabetes y otras ENTSs, es
esencial para prevenir la acumulacion de fallos y déficits funcionales, reducir las
hospitalizaciones y disminuir el nUmero de muertes prematuras '®. Se ha demostrado a través
de ensayos clinicos aleatorizados la eficacia de los programas preventivos en el
mantenimiento y/o mejora de la salud en la poblaciéon mayor '*°. Ademas de lograr mejoras
en la calidad de vida de la poblacidn, este tipo de intervenciones preventivas supondrian una
reduccion en el gasto de sanidad publica. Como hemos observado en apartados anteriores,
los tratamientos para las patologias mas prevalentes hoy en dia son costosos y no al alcance
de cualquier individuo. Ademas, con la reduccién del consumo de fadrmacos se pueden
prevenir la aparicién de efectos adversos e interacciones indeseadas e innecesarias. Este tipo
de intervenciones pueden estar enfocadas a diferentes areas de accion; como pueden ser
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manejo y revision de la medicacién, prevencion de las caidas en personas mayores, fomento
de la actividad fisica, o fomento de una alimentacién saludable.

Se ha demostrado que numerosas afecciones pueden ser prevenidas o mitigadas sin tener
qgue recurrir a tratamientos farmacolégicos *!. Existen estrategias terapéuticas no
farmacoldgicas dirigidas a combatir el estrés oxidativo y la inflamacién en la obesidad y
envejecimiento, que se pueden englobar en las intervenciones dietéticas y el ejercicio fisico.
Dentro de las intervenciones dietéticas encontramos la restriccién caldrica, el ayuno
intermitente y los suplementos dietéticos. La restriccién caldrica y ayuno intermitente
suponen una solucion efectiva en algunos pacientes para la pérdida de peso °. Pero no sélo
con la bajada de peso se logran combatir los efectos perjudiciales de la obesidad vy
envejecimiento prematuro; mediante la intervencién nutricional se pretende mantener la
capacidad antioxidante y eficacia celular, asi como incluir ciertos nutrientes que aporten
beneficios y ayuden en la mitigacion de patologias relacionadas con la edad. Estas
intervenciones a nivel nutricional entran en la categoria de suplementos dietéticos; y es
dentro de los suplementos dietéticos dénde podemos ejercer mayor accion preventiva y
terapéutica al administrar alimentos funcionales o nutracéuticos >4 Estos alimentos
funcionales o nutracéuticos poseen una composicién rica en moléculas y compuestos
bioactivos generalmente antioxidantes. Gracias a su capacidad antioxidante juegan un papel
importante en la prevencién del dafo causado por radicales libres, manteniendo el
funcionamiento normal de las células .

El término nutracéutico se acuino en 1989 por S. Defelice a pesar de no existir una definicion
internacionalmente establecida del término. La Asociacion Europea de Nutracéutica
(European Nutraceutical Association) define los nutracéuticos como productos aislados o
purificados a partir de alimentos, que generalmente se comercializan en formas médicas no
asociadas a alimentos y han demostrado poseer beneficios fisioldgicos y/o prevenir el avance
o empeoramiento de una enfermedad crdnica. Por otro lado, alimento funcional se define
como aquellos alimentos convencionales que se consumen en la dieta cotidiana y que
contienen compuestos bioldgicamente activos y cuyos beneficios sobre la salud pueden
prevenir el avance de ciertas patologias ¥. Ambos términos se emplean en ocasiones de
manera indistinta, aunque seria mas correcto emplearlos diferenciando el tipo de producto;
emplearemos alimento funcional cuando hablemos de un alimento completo sin alterar, pero
usaremos nutracéutico cuando se produzcan alteraciones, extractos o compuestos aislados
del alimento o producto natural.

Estos alimentos pueden influenciar sobre el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono en
el organismo, esencial para el control y prevencion de patologias como DM2 y obesidad %114,
Un buen ejemplo de posibles nutracéuticos y alimentos funcionales son las flores
comestibles.
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4. FLORES COMESTIBLES

Durante siglos, la medicina tradicional se ha basado en el uso de plantas medicinales,
empleando sus diferentes partes para infinidad de usos terapéuticos (Figura 20) '**. Una de
las partes mas llamativas de las plantas siempre han sido las flores, bien por su uso
ornamental, por su fragancia o incluso por su aplicacidon en gastronomia.

4,..'"’

: (17N
A 2o
S 553

.

D—/
Figura 20. Estructura de una planta de Tagetes erecta. A) flores, B) hojas, C) tallo, D) raices.
Adaptado de: Blanco, 1837.

Existen flores que pueden ser consumidas frescas e inalteradas sin ser tdxicas para el
organismo, son las denominadas flores comestibles. Las flores comestibles pueden dividirse
principalmente en tres grupos: flores de frutos, flores de vegetales y flores aromaticas
medicinales %6, Se considera que el nimero de especies comestibles ronda las 30.000 en todo
el mundo; sin embargo, las que se emplean con fines alimenticios son una minoria. La gran
variedad de plantas comestibles existentes representa un recurso infrautilizado como fuente
de alimento.

El uso de flores comestibles en gastronomia no se debe considerar como un descubrimiento,
sino una puesta en contacto de nuevo con tradiciones etnobotanicas de la antigliedad, ya que
su uso se remonta a la antiguas Grecia y Roma 18, También existen referencias al consumo
de flores en ensaladas en la Edad Media '*°. El consumo en los ultimos afios de flores
comestibles se asocia a preparaciones gourmet o de alta cocina mas que un uso cotidiano .
Ofrecen una variedad de sabores y texturas diferentes a las habituales, enriqueciendo la
experiencia gastrondmica. Pero mas alld de su valor estético y culinario; estas flores han
generado un creciente interés en investigacion debido a su potencial para brindar beneficios
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para la salud humana. Poseen importante calidad nutricional debido a su composicién de
nutrientes esenciales y valor energético, y podrian considerarse incluso beneficiosas para la
salud debido a su rica composicion en moléculas bioactivas %. Gracias a la popularidad que
los productos naturales han obtenido en los ultimos afios, se ha incrementado el interés en
la fitoterapia *'. Ademads, numerosos estudios han revelado propiedades nutricionales,
medicinales y funcionales de las flores comestibles, generando un renovado interés en su
estudio y aplicacidn en diferentes campos como la industria, la alimentacién, la cosmética o
la farmacologia '?**%’. Prueba de ello, es el incremento exponencial producido en el nimero
de publicaciones sobre flores comestibles en los ultimos afios como podemos observar en la
Figura 21.
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Figura 21. Busqueda del término “edible flower” en diversos motores de busqueda
bibliografica. Realizacion propia.

Las flores comestibles provienen de 97 familias, 100 géneros y 180 especies a lo largo del
globo. Las especies mas citadas por familia son Asteraceae, y por género son Viola 7, siendo
Italia y Espafia los paises mediterraneos con mayor uso de flores comestibles a nivel nacional.
Las nuevas lineas de investigacidon basadas en flores comestibles se deben a su composicion

fitoquimica y se fundamentan en los precedentes existentes sobre sus usos tradicionales
(Tabla 6).
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Tabla 6. Revision sobre el uso comestible y terapéutico de diversas flores comestibles. Realizacion propia.

Nombre . - . . L. Principales compuestos .
L Nombre comin Familia Origen Uso comestible Uso terapéutico P . . P Referencias
cientifico bioactivos
Condimento,
Allium cepa Flor de cebolla Amaryllidaceae Asia Central decoracion, Antioxidante, anti-obesidad. Flavonoles 128,129
ensaladas
Antirrhinum , . Europa Condimento Diurético, patologias hepaticas L
. Boca de dragén | Scrophulariaceae p ! -, y o P g P ! Antocianinas, flavonoles 130-132
majus América Central | decoracion antioxidante.
N Rabaniza . Sudeste de . . . . s
Brassica incana . Brassicaceae Condimento Antioxidante, anti-obesidad, citotdxico. Flavonoles ki
amarilla Europa
, , Hepatoprotector, antiinflamatorio, anti- .
Calendula Caléndula, flor Té, tartas, P . p o ! Carotenoides, flavonoles, 124125 135-139
S Asteraceae Sur de Europa . bactericida, antifingico, gastroprotector, | , . . e
officinalis de muerto condimento . . .. acidos fendlicos
tratamiento de ulceras y heridas tdpicas.
. L, Antioxidante, antidiabético,
Echinacea Equinacea . , , e . e . P - 140141
urourea urotirea Asteraceae Norteamérica Té de pétalos antihipertensivo, antimicrobiano, Acidos fendlicos, flavonoles )
purp purp citotdxico.
Hibiscus rosa Rosa de China P Té, complemento Tratamiento de catarro, fiebre -
. ] L ! Malvaceae Africa ! .p. . L ¥ Antocianinas, flavonoles 142-144
sinensis Hibisco, Cayena alimenticio problemas genito-urinarios.
Hemisferio Té, ensalada, tartas, | Cancer, inflamacion, enfermedad Antocianinas, flavonoles, 145-151
Rosa spp. Rosa Rosaceae . ; Lo L. .
norte de Europa | condimento cardiaca, envejecimiento, antioxidante. flavanoles y carotenoides.
Caléndula . L .
. Antienvejecimiento, degeneracion
Tagetes erecta africana, clavel Ensalada y . .
. .. macular relacionada con la edad, Carotenoides, flavonoles y S
chino Asteraceae México colorante " . . e
alimenticio antiinflamatorio, neuro protector, acidos fendlicos.
Tagetes patula Clavel moro antidiabético, antioxidante.
Tropaeolum Capuchina, flor L. Té, tartas Diurético, infecciones del tracto urinario Carotenoides y acidos
P P ! Tropaeolaceae Sudamérica - ¥ o ’ 1 y 159-161
majus de sangre condimento antiséptico y expectorante. fendlicos
Viola x Postres, sopas, Laxante, expectorante, emético,
wittrockiana Pensamiento Violaceae Europa bebidas, ensaladas antioxidante, antinflamatorio, diurético, Antocianinas, flavonas Usz=iley
o condimento sedante y antiséptico.
Yucca Yuca gigante, América central Diurético y tratamiento de enfermedades | Flavonolesy acidos 168 169
. . . Agavaceae o Ensaladay verdura . " . . g
elephantipes yuca de interior y México renales. Antioxidante, antiinflamatorio. fendlicos

Se marcan en verde las flores utilizadas en esta tesis doctoral.
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Las plantas y sus componentes bioactivos han demostrado poseer una amplia gama de
beneficios para la salud. Dentro de este contexto, las flores comestibles han sido identificadas
como una fuente prometedora de compuestos bioactivos con potencial terapéutico. Se han
reportado gran variedad de bioactividades en este tipo de productos. Practicamente todas las
flores comestibles son capaces de neutralizar radicales libres de manera muy eficaz ¥~
133,135,140,163,167 E| elevado contenido de compuestos fendlicos en las flores, comparado con el
resto de los érganos, es el causante de esa actividad marcada actividad antioxidante cuyos
mecanismos de accién se basan en vias de transduccién multi-sefal. Las propiedades
antiinflamatorias de las flores comestibles estan relacionadas con las vias de sefalizacidn que
regulan la expresion de mediadores de inflamacién como 6xido nitrico (NO) y citoquinas
126,135139,151,152,168170 " Ciertas flores comestibles han demostrado propiedades anticancerosas
cuyos mecanismos de accidon pueden estar relacionados con la disfuncién mitocondrial
producida por EROS o la induccién de apoptosis **'7!, Se han recogido también las
inhibiciones de enzimas como acetilcolinesterasa o pseudocolinesterasa, a través de las
cuales se logra disminuir el deterioro cognitivo ademds de estimular la plasticidad neuronal
proporcionando propiedades neuro-protectoras a estas flores, Utiles en patologias que
afectan al SNC como la enfermedad de Alzheimer 137153166172/ Se ha realizado también el
estudio de propiedades hipotensoras; asi, ciertos extractos o compuestos de flores logran la
reduccion de los niveles de presion sistdlica y diastdlica, cuyos mecanismos de accion se
podrian producir de manera dependiente o independiente del endotelio vascular 139140173,
Diversos fitoquimicos y extractos de flores comestibles han demostrado propiedades
antidiabéticas al lograr inhibir enzimas capaces de reducir de los niveles de glucosa
postprandial, siendo eficaces en la prevencién o manejo de patologias como la DM 140174175,
Se han estudiado ademads las propiedades anti-obesidad de ciertas flores comestibles, cuyos
mecanismos y vias de actuacion son muy diversos: disminuyendo la ingesta de alimentos,
reduciendo la lipogénesis, induciendo la lipélisis, estimulando la oxidacién de acidos grasos,

inhibiendo la diferenciacion y crecimiento de adipocitos o reduciendo la formacion de EROS
101,129

4.1 Fitoquimicos de las flores comestibles

Las plantas, como seres vivos, realizan reacciones metabdlicas esenciales para su
supervivencia; en funciéon del tipo de metabolito que sinteticen podemos diferenciar entre
metabolitos primarios o secundarios. Son metabolitos primarios aquellos compuestos
indispensables para la vida vegetal, es decir los que intervienen en procesos de obtencidn de
energia, la reproduccién o estructuras basicas. Sin embargo, llamamos metabolitos
secundarios a todos aquellos compuestos sintetizados que no son esenciales para la vida,
pero si son responsables de algunas funciones bioldgicas. Tanto los metabolitos primarios
como secundarios son de interés en el campo de la medicina, pero son los metabolitos
secundarios, también denominados fitoquimicos, los que mayor interés suscitan en multitud
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de areas como la cosmética, alimentacion, farmacologia o ecologia entre otras 32176173, No
solo pueden ser sintetizados por las plantas, también podemos localizar metabolitos
secundarios en microorganismos y hongos.

Definimos los fitoquimicos como los componentes no nutritivos de plantas, frutas, frutos y
vegetales, que poseen el potencial de prevenir y reducir el riesgo de padecer importantes
patologias crénicas como la obesidad o ECV . Este potencial profilactico y terapéutico
proviene de sus variadas bioactividades, ya que encontramos fitoquimicos con potente
capacidad antioxidante, antimicrobiana, neuroprotectora, antidiabética, hepatoprotectora o
anticancerigena 1. Algunos de estos fitoquimicos se encuentran en mayores concentraciones
en las flores debido a su funcion como pigmentos, dependiendo del color del pétalo
encontraremos diversidad de estas moléculas.

Dentro de los fitoquimicos encontramos una amplia variedad de estructuras moleculares. En
funcién del origen sintético podemos diferenciar principalmente 3 grupos fitoquimicos:
polifenoles (fenoles simples, acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, lignanos y taninos),
terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, esteroides vy
tetraterpenos) y alcaloides (Figura 22).
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Figura 22. Clasificacion de los metabolitos secundarios. *Pigmentos. Realizacion propia.
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4.1.1 Polifenoles o compuestos fendlicos

Este grupo de moléculas se encuentran en gran multitud de verduras, frutas, flores y bebidas
de origen vegetal, siendo los metabolitos secundarios mas frecuentes. Ejercen multitud de
acciones en las plantas como proteccion frente a patdgenos, estrés y radiacion UV; asi como
otorgarles color y caracteristicas sensoriales ¥°. Se denominan también compuestos
fendlicos, debido a que todas sus estructuras poseen al menos un anillo aromatico y grupos
hidroxilo, y junto con las vitaminas, se consideran antioxidantes esenciales de la dieta. La
biosintesis de los compuestos fendlicos tiene lugar en las plantas a través de la via del acido
sikimico, cuyo origen parte de los aminodcidos fenilalanina y tirosina.

Dentro de los polifenoles (Figura 23), los flavonoides son el grupo mas abundante y diverso
presente, junto con los acidos fendlicos, en las flores comestibles '*. Poseen actividad
antioxidante y antiinflamatoria. Dentro de este grupo de polifenoles encontramos chalconas,
auronas, flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavan-3-oles, catequinas y antocianinas .

R, FLAVONOLES R, R, ELAVONAS Ry Ra

2

Kaempferol H H

Apigenina OH H
) Quercetina OH H R, Luteolina OH H
Isorhamnetina  OCH;  H Acacetina H OCH;
Miricetina OH CH
AcIDOS FENOLICOS
HO CO.H O OH
HO" :{/ o) )MQ /5\ Ho o
Acido Acido gallco
clorogénico

Audo eldgico
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X" oH /@A\JJ\OH
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Acido cafeico ‘. iy
Acido p-cumarico

Figura 23. Diferentes estructuras de polifenoles identificados en flores comestibles. Adaptado
de: Lu, Lin & Yin, 2016; Zagoskina et al, 2023.

En relacion con los compuestos fendlicos, nos encontramos con los tocoferoles, estructuras
quimicas de origen fendlico con propiedades liposolubles 8%, Estas moléculas anfipaticas se
encuentran en los aceites de oliva, soja y girasol, ademds de en vegetales de hoja verde 82,
Existen cuatro formas diferentes en funcién de la localizacién de los radicales metilos (Figura
24): alfa (a), beta (B), gamma (y) y delta (8). Se consideran 4 de las 16 isoformas de la vitamina
E, ejerciendo bioactividades variadas y muy relacionadas con la antioxidacién. Se atribuye esa
funcidn antioxidante a la inhibicion de la peroxidacién de membrana y la neutralizacion de
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EROS. La vitamina E se ha asociado con numerosos beneficios en ECV, cancer y otras
patologias 2.

TOCOFEROLES Ry R, Rs
a-tocoferol CH, CH, CH,
B-tocoferol CH, H CH,
y-tocoferol H CH, CH,
R 1 6-tocoferol H H CH,

R3

Figura 24. Estructuras de las diferentes formas de tocoferoles. Adaptado de: Burton & Ingold,
1981.

Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos son otro de los fitoquimicos mayoritarios presentes en las flores
comestibles, se caracterizan estructuralmente por poseer un Unico anillo aromatico. Suponen
alrededor del 30% de las formas libres o enlazadas de compuestos fendlicos presentes en la
dieta 183, De entre ellos, los mas detectados en flores comestibles son acido clorogénico, acido
cafeico, acido galico y acido 3-cafeoilquinico .

Flavonoles y flavonas

Tanto flavonoles como flavonas poseen estructuras similares al ser tipos de flavonoides
(Figura 23), y en los vegetales se encuentran en forma de heterésidos. La apigenina es la
flavona mas comun en plantas alimentarias, mientras que los heterésidos de kaempferol,
guercetina, isorhamnetina y miricetina son los flavonoles mas presentes en las flores
comestibles. Estas moléculas poseen muy variada bioactividad.

Antocianinas

Tras las clorofilas, las antocianinas son el siguiente grupo de pigmentos visibles al ojo humano
mas importante, aportando variedad de colores rojos, azules y morados a las flores y frutos.
Pertenecen estructuralmente a los flavonoides ya que se sintetizan por las mismas rutas, pero
se consideran un grupo aparte debido a sus propiedades y caracteristicas. Las antocianinas
mas presentes en las flores comestibles son cianidina, delfinidina, petunidina y pelargonidina.
Son moléculas solubles en agua que generalmente poseen potente actividad antioxidante y
antiinflamatoria, pero han demostrado otras numerosas propiedades .
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4.1.2 Carotenoides

Los carotenoides son metabolitos secundarios derivados terpénicos cuya funcién principal en
las flores es pigmentar los pétalos, ya que otorgan coloracidn amarilla, naranja y rojiza. Su
estructura basica se compone por ocho unidades de isopreno, y podemos diferenciar
estructuras con presencia de algin atomo de oxigeno (xantofilas) o sin oxigenos como se
pueden diferenciar en la Figura 25, por lo que son altamente lipofilicos. Las plantas producen
mas de 600 tipos de carotenoides, pero alrededor de 50 son absorbidos por el organismo %,
Los principales compuestos que encontramos en este grupo son luteina y B-caroteno,
mientras que la astaxantina es el carotenoide xantofila con mayor potencia antioxidante.

Los B-carotenos pueden transformarse en vitamina A en el organismo, esencial para el
correcto funcionamiento y proteccion de érganos como la piel y ojos; la luteina también se
emplea en la prevencién de cataratas y dafio macular.

Luteina WOH

HO

B-caroteno

\\\\\\\\\

Astaxantina

HO

Licopeno

Figura 25. Estructuras de diferentes carotenoides. Adaptado de: Chandra et al, 2022.

4.2 Métodos de extraccidn y analisis de fitoquimicos en flores comestibles

La obtencién de extractos ricos en fitoquimicos en farmacognosia y fitoterapia puede
realizarse a través de una diversidad de metodologias. Tradicionalmente los métodos
empleados eran maceracién, decoccidn, infusién o percolacion (Tabla 7). Con la mejora de las

52



Introduccién

tecnologias y modernizacidn, en el siglo XVIII surgié un nuevo método a partir de la decoccién

denominado Soxhlet '¥’. La extraccidon por Soxhlet supuso una mejora en los métodos de

extraccidon frente a la maceracién o percolacién al requerir menos tiempo y cantidad de
disolvente. Pero, por otro lado, las elevadas temperaturas que alcanza el sistema pueden
suponer la degradacién de algunos compuestos, y se considera costoso por los tiempos y

cantidades de disolvente necesarios . Este tipo de procedimientos tradicionales se siguen

empleando de manera amplia hoy en dia, pero la necesidad de procesos menos costosos, mas

rapidos y ecosostenibles ha dado lugar a la invencidn de procedimientos como la extraccion
asistida por ultrasonidos (UAE), la extraccion asistida por microondas (MAE), la extraccion

por liquido presurizado o la extraccién con fluidos supercriticos.

Tabla 7. Comparativa sobre las condiciones dptimas de diferentes métodos de extraccion de

fitoquimicos. Adaptado de: Kumar et al, 2023.

Metodo. fje Disolvente | Temperatura Presion Tiempo Clasificacion
extraccion
.| Agua, 0 L. , .
Maceracidén gUa, acliosos 4-15°C Atmosférica 3 -7 dias Tradicional
Y NO acuosos
Percolacion Agua, acuosos 35-70°C Atmosférica 2-24h Tradicional
Y NO acuosos
Decoccién Agua 65—70°C Atmosférica 1-2h Tradicional
Soxhlet Organicos 65—100 °C Atmosférica 6—-24h Tradicional
Agua, acuosos o , . . No
UAE 20—-40°C Atmosférica 10 — 60 min .
Y NO acuosos convencional
A N
MAE 8U8,aCUOSOS | 15 _120°C | Atmosférica | 30s—20 min °
Yy N0 acuosos convencional
PLE ABUa, acU0SOs | o 5n00c | 24-204atm | 520 min No

Y NO aCuosos

convencional

atm: atmodsfera de presidn; h: hora; MAE: extraccidén asistida por microondas; min:

extraccion por liquido presurizado; UAE: extraccidn asistida por ultrasonidos.

minuto; PLE:

Las metodologias de extraccidn no convencionales, también denominadas “verdes” suponen

una reduccion en el consumo de disolventes y mejor ratio de extraccién. La UAE se basa en el

principio de cavitacién ultrasénica, donde microburbujas son formadas por cambios de

presion y su choque produce la rotura de células y salida del contenido activo al solvente .

No requiere elevadas temperaturas, por lo que puede haber menos degradacion de

compuestos fitoquimicos.
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Para la deteccién y cuantificacion de compuestos fitoquimicos, se emplean diversas técnicas
cromatogréficas dependiendo del tipo de molécula que se pretende estudiar. Los compuestos
fendlicos y derivados se estudian a través de cromatografias liquidas: HPLC MS/MS y LC DAD
ESI/MSn 10191 En cuanto a los carotenoides y sustancias lipéfilas como tocoferoles, su
estudio se realiza a través de la cromatografia liquida de tipo HPLC DAD FLD °2, Y por otro
lado los compuestos volatiles presentes en los extractos son estudiados mediante
cromatografia de gases como GC/MS 193,

4.3 Potencial nutracéutico de las flores comestibles

En el contexto de la alimentacidn saludable, las flores comestibles ofrecen una innovadora
fuente de mejora en la calidad nutricional de la dieta. Si se incorporaran a ciertos alimentos,
se podria incrementar la ingesta de nutrientes esenciales y compuestos bioactivos.

En esta Tesis Doctoral se decidieron estudiar las propiedades bioactivas relacionadas con
obesidad, DM2 y envejecimiento saludable de las siguientes cuatro especies de flores
comestibles (Figura 26):

- Tagetes erecta L.: comunmente denominado clavel chino o caléndula, suele presentarse
en color amarillo o naranja. Pertenece a la familia Asteraceae y tradicionalmente se ha
empleado como decorativa, principalmente en América central en ciertos ritos religiosos.
En México esta planta se encuentra registrada dentro de su Farmacopea ya que se
consume la decoccidn de la planta entera para aliviar resfriados, y el jugo de la flor y hojas
se considera emético, antipirético y relajante muscular entre otras propiedades . Las
flores son ampliamente empleadas en Tailandia para tés y ensaladas %% pero
generalmente su uso es industrial, ya que se cultiva para la extraccion de luteina .

- Viola x wittrockiana Games.: el pensamiento pertenece a la familia de las Violaceae, y es
una de las flores mas comunes en Espafia. Surge del cruce entre dos géneros diferentes
de la familia: V. tricolor y V. hortensis. Ademdas de emplearse como decoracién y
ornamentacion, es una de las flores comestibles mas consumidas en la peninsula debido
a su sabor dulce ¢,

- Allium cepa L.: la cebolla es el tercer vegetal mas cultivado en el mundo tras las legumbres
y patatas '¥’. Pertenece a la familia Liliaceae y posee una floracién bianual. El bulbo ha
sido empleado con gran variedad de fines durante siglos como antimicrobiano,
antiinflamatorio o neuro-protector; pero las propiedades de su flor, aunque comestible,
son menos conocidas.

- Brassica incana Ten.: la familia Brassicaceae incluye 338 géneros y 3709 especies, y es
conocida por ser una rica fuente de compuestos bioactivos. B. incana, también
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denominada Hirschfeldia incana, es una especie silvestre relacionada con B. oleracea. Esta
planta es cultivada principalmente en el drea del Mediterraneo para aprovechar sus
raices, hojas o flores comestibles 1%,

Tagetes erecta L. Viola x wittrockiana Gams Allium cepa L. Brassica incana Ten.

Figura 26. Imagenes de las cuatro especies de flores comestibles estudiadas en esta tesis
doctoral. Adaptado de: Pl@ntNet, World Flora (2014-2024).
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Justificacién

A pesar del incremento en la esperanza de vida de la poblacidén a nivel mundial y las
mejoras en la calidad de vida, existe un gran numero de personas que padecen
enfermedades prevenibles potencialmente mortales. En el afo 2019, murieron 30
millones y medio de personas en el mundo debido a causas no transmisibles como
patologias cardiovasculares, cdncer, obesidad-diabetes, Alzheimer, nefropatias vy
enfermedades respiratorias crénicas. Por ello, la disminucién de la mortalidad
prematura para 2030 debido a enfermedades no transmisibles constituye el objetivo 3
de “Desarrollo Sostenible” propuestos por Naciones Unidas.

Una dieta abundante en alimentos vegetales con propiedades antioxidantes, que
también favorezca el control de la glucemia y los niveles de lipidos en sangre, puede ser
beneficiosa para promover un envejecimiento saludable y prevenir patologias
relacionadas con la obesidad y la diabetes. Los polifenoles presentes en las plantas de
interés alimentario pueden ser beneficiosos para la salud, contribuyendo a la prevencién
del envejecimiento y del sindrome metabdlico, asi como de sus factores de riesgo.
Ademas, pueden reducir su incidencia y progresién, gracias a su capacidad para proteger
al organismo del estrés oxidativo y sus diversas acciones fisiolégicas. Pero hay que tener
en cuenta que no todos los polifenoles poseen las mismas propiedades, por lo que
resulta esencial la identificaciéon del compuesto bioldgicamente activo. Debido a que las
flores comestibles son ricas en compuestos bioactivos su estudio e interés estdn
experimentando un fuerte crecimiento en los ultimos afios.
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Hipétesis y objetivos

La hipodtesis general que se planted para el desarrollo de esta Tesis Doctoral es que las
flores comestibles pueden ser consideradas como fuentes potenciales de moléculas
biolédgicamente activas para el tratamiento de la diabetes, obesidad e hipertension. Por
ello, los extractos procedentes de las flores comestibles, junto con la identificacién de
los compuestos bioactivos, ayudaran a prevenir el sindrome metabdlico, asi como sus
factores de riesgo, como la obesidad y DM; siendo beneficiosos para la salud,
favoreciendo un envejecimiento saludable y contribuyendo a la prevencién de
enfermedades no transmisibles.

El objetivo general ha sido valorar las propiedades antidiabéticas, anti-obesidad,
antihipertensivas y antienvejecimiento de flores comestibles, concretamente Tagetes
erecta L., Viola x wittrockiana Gams., Allium cepa L., y Brassica incana Ten., para el
tratamiento o prevencién de enfermedades no transmisibles como la diabetes vy
obesidad.

Para ello los objetivos especificos han sido:

1. Comparar el potencial antidiabético y anti-obesidad de las inflorescencias y las
hojas de Brassica incana Ten. (Brassicaceae). (ARTICULO 1)

2. Evaluar la capacidad protectora de un extracto de flores de cebolla (Allium cepa
L.) frente al estrés oxidativo en diferentes bioensayos. (ARTICULO 2)

3. Determinar las propiedades anti-obesidad y antienvejecimiento de un extracto
etandlico de pensamiento (Viola wittrockiana Gams) que promueven la calidad
de vida del nematodo Caenorhabditis elegans. (ARTICULO 3)

4. Estudiar la actividad antidiabética y anti-obesidad de dos cultivares de Tagetes
erecta L. en modelos in vitro e in vivo usando el nematodo Caenorhabditis
elegans. (ARTICULO 4)

5. Comparar la composicién fitoquimica y la bioactividad empleando diferentes
métodos de extraccién para los dos tipos de variedades de Tagetes erecta.

(ARTICULO 5)

6. Estudiar el efecto antihipertensivo de los extractos de Tagetes erecta mediante
miografia en aorta de rata. (ARTICULO 6 — en preparacién)
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Materiales empleados

La metodologia experimental empleada durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se
encuentra descrita en profundidad en cada uno de los articulos que la conforman. A
continuacién, se resumen las caracteristicas principales de los materiales vegetales y
biolégicos empleados en los experimentos, asi como una esquematizacién del trabajo
realizado (Figura 27).

1. Material vegetal

Las flores empleadas en este estudio provienen de tres fuentes diferentes:
- Las flores de las especies V. x wittrockiana y T. erecta (variedades amarillo yy
naranja) fueron proporcionadas por la empresa InnoFlower S.L. entre septiembre

de 2014 y noviembre de 2015. Una segunda tanda de flores de T erecta
variedades amarillo y naranja fueron proporcionadas en abril de 2022.

- Las flores de A. cepa var Fuentes se cultivaron en un huerto privado en Herrera
de los Navarros, Zaragoza (Espaia), y se recogieron en julio de 2015.

- Las flores de B. incana fueron cultivadas en la zona Capo d’Orlando en Messina,
Italia y se recogieron en mayo de 2019.

2. Material animal

Ensayos in vivo con modelo Caenorhabditis elegans

Las cepas de C. elegans con las que se ha trabajado durante esta Tesis Doctoral fueron
proporcionadas por Caenorhabditis Genetics Center (CGC) de la Universidad de
Minnesota (Twin Cities, USA). En la Tabla 8 encontramos las caracteristicas de cada una
de ellas.

Tabla 8. Cepas, genotipos y tipos de ensayos para los que fueron empleados C. elegans.

Cepa Genotipo Observaciones Tipo de ensayo

- Cuantificacion
lipidica

- Efectosobrela
ingesta

N2 Wild-type Variedad Bristol - Bombeodela
faringe

- Efecto sobre el ciclo
deviday
crecimiento
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Mutacién sensible a T2.
Defecto en la proliferacion | - Cuantificacién de
$S104 glp-4(bn2) | de la linea germinal durante lipofuscina
el desarrollo de las larvasa | - Produccién de EROS
25°C.

Ensayos ex vivo mediante miografia de aorta

Para estos ensayos se utilizaron ratas albinas macho Wistar, las cuales fueron adquiridas
de Janvier Labs (LeGenest St. Isle, France). Tras eutanasiar a los animales se extrajeron
las aortas para realizar ensayos de miografia en un bafo de érganos. Su manejo y trato
fueron en base a las directrices que dicta la Ley de Bienestar Animal RD 53/2013, el cual
recoge las normas bdsicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en
experimentaciéon. Todos los procedimientos fueron aprobados previamente por la
Comisién Etica para la Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza (Espafia).
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3. Esquema resumen

Materiales empleados

Flores frescas

A

Extractos
etandlicos/metandlicos

A

Y

A

Y

Y

Caracterizacion

Actividad Actividad Actividad Efecto sobre el
fitoquimica antioxidante anti-diabesidad antihipertensiva envejecimiento
In vitro In vit . )
HPLC-MS/MS DPPH nvitro in vitro In vivo
HPLC-DAD-FLD Yantina Oxidasa - Glucosidasa - Actividad Cuantificacién de
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Composicion volatil y potencial antidiabético y anti-obesidad de
extractos de hojas y flores de Brassica incana.

Resumen:

Brassica incana Ten. (Brassicaceae) es una planta comestible con informacién disponible
muy limitada. Estudios previos han demostrado el perfil polifendlico y las propiedades
antioxidantes y citotdxicas de extractos hidroalcohdélicos de las hojas y flores.

El objetivo de este estudio fue identificar los compuestos volatiles presentes en los
extractos de hojas y flores de B. incana y testar sus propiedades antidiabéticas y anti-
obesidad.

Para la caracterizacion de los compuestos volatiles se emplearon técnicas de analisis HS-
SPME-GC/MS. Las capacidades antidiabética y anti-obesidad fueron cuantificadas a
diferentes concentraciones mediante espectrofotometria in vitro a través de la inhibicidon
de lipasa y a-glucosidasa empleando orlistat y acarbosa como los controles positivos. La
inhibicién en produccion de productos finales de glicacién (AGEs) fue medida empleando
aminoguanidina como control positivo, y la capacidad antioxidante a través del sistema
xantina/xantina oxidasa usando Trolox como control positivo.

Se lograron identificar diversos compuestos volatiles de diferentes clasificaciones
guimicas, siendo los compuestos sulfurados los mas abundantes en ambos extractos de
hoja y flores (56,33% y 64,40% de todos los compuestos volatiles respectivamente). A
pesar de que el extracto de hoja mostré valores ICso inferiores que el extracto de flores
en la mayoria de los ensayos (0,968 y 1,921 mg/mL en a-glucosidasa; 0,192 y 0,262
mg/mL en AGEs; 0,022 y 0,038 mg/mL en la neutralizacién de radicales libres), no se
hayaron diferencias significativas entre las dos muestras. Estos extractos demostraron
un comportamiento similar al compuesto Trolox en el ensayo de xantina oxidasa (valores
ICs0 0,022 mg/mL para el extracto de hojas, 0,038 mg/mL para el extracto de flores y
0,028 para Trolox).
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Como conclusién, las hojas y flores de B. incana pueden usarse como fuente de
compuestos funcionales que podrian actuar como agentes antidiabéticos y anti-
obesogénicos.
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ABSTRACT

Context: Brassica incana Ten. (Brassicaceae) is an edible plant with very limited available information.
Previous studies have demonstrated the polyphenolic profile and the antioxidant and cytotoxic properties
of the leaf and flowering top hydroalcoholic extracts.

Objective: The volatile composition and the antidiabetic and anti-obesity potential of B. incana leaf and
flowering top extracts have been investigated.

Material and methods: The volatile characterization of the extracts was attained by HS-SPME-GC/MS ana-
lysis. The antidiabetic and anti-obesity potential was investigated spectrophotometrically in vitro by the
ability to modulate pancreatic lipase and a-glucosidase at different concentrations using orlistat and acar-
bose as reference drugs. The inhibition of advanced glycation end-products (AGEs) was measured with
aminoguanidine as reference and the antioxidant activity with the xanthine/xanthine oxidase system and
Trolox for comparative purposes.

Results: Several volatiles belonging to different chemical classes were identified, being sulphur com-
pounds the most abundant in both leaf and flowering top extracts (56.33% and 64.40% of all volatiles).
Although the leaf extract showed lower ICso values in most of the assays (0.968 and 1.921 mg/mL for
a-glucosidase; 0.192 and 0.262 mg/mL for AGEs; 0.022 and 0.038 mg/mL for superoxide scavenging), there
were no statistically significant differences between both samples. These extracts showed a similar behav-
iour to Trolox in the xanthine oxidase assay (ICso values of 0.022 mg/mL for leaf extract; 0.038 mg/mL for
flowering top and 0.028 for Trolox).

Conclusions: Leaves and flowering tops from B. incana can be used as sources of functional compounds
that could act as antidiabetic and anti-obesogenic agents.
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Introduction As far as we know, only a few studies on B. incana are pre-
sent in the published literature, which focus on the glucosino-
lates contained in the leaves and the seeds, while no studies on
its therapeutic potential are available (Horn and Vaughan 1983;
Heaney et al. 1987; Velasco and Becker 2000).

Considering the very limited information about B. incana,
our research team started a study aimed at investigating the
potential of this species as a source of bioactive phytochemicals.
In a previous study, some of the authors of the present work
had characterized the volatile composition of B. incana fresh
leaves and roots (Tripodi et al. 2012). In a recent work, the anti-
oxidant properties, the cytotoxicity against human colorectal
adenocarcinoma (Caco-2) cells and the absence of toxicity versus
brine shrimp larvae (Artemia salina Leach) of the hydroalcoholic
extracts obtained from the leaves and the flowering tops of B.
incana grown wild in Sicily (Italy) were established (Miceli et al.
2020). Moreover, the quali-quantitative characterization of the

Brassica incana Ten., a wild B. oleracea-related species, is an
edible plant belonging to the Brassicaceae family. Brassica incana
is a suffrutex up 100 cm high, woody at the base, branched, glab-
rous except at base. Basal leaves with petiole with two irregularly
dentate wings, are pubescent to tomentose especially on the
lower surface and along the veining, ovate to lanceolate, lyrate;
the lamina has margin entire and irregularly crenate or 1-2 lobes
in the lower half, usually obtuse; upper leaves are denticulate,
with amplexicaule basal auricles, gradually smaller. The flowers
are gathered in racemes many-flowered with yellow spatulate
petals. The fruit is a siliqua patent, constricted at intervals, terete,
gradually attenuate into beak (Heywood 1964). This species is
native to south-eastern Europe, including Albania, Bosnia-
Herzegovina, Croatia, Greece, and Italy; the plant has also been
introduced in Ukraine and Crimea (Marhold 2011).
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phenolic compounds was performed, highlighting the presence
of quercetin, kaempferol and isorhamnetin derivatives, whose
antioxidant, anti-inflammatory properties as well as protective
against metabolic disorders have been previously demonstrated
(Carullo et al. 2017; Nasri et al. 2017; Liu et al. 2021).

As a continuation of the ongoing research, this work was
designed to further investigate the phytochemical volatile profile
and the biological potential of the same extracts obtained from
edible parts of this species. To achieve a comprehensive view of
the volatile composition of the extracts the headspace solid-phase
microextraction (HS-SPME) coupled to gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) was utilized. Besides, B. incana
extracts were investigated in vitro as candidates with antidiabetic
and anti-obesity potential. For this purpose, the ability to modu-
late lipase and a-glucosidase together with inhibition of advanced
glycation end-products (AGEs) and free radicals was examined
(Sriramavaratharajan and Murugan 2018; Mustafa et al. 2022).

Materials and methods
Reagents and chemicals

All enzymes for bioassays such as lipase, o-glucosidase and xan-
thine oxidase were obtained from Sigma-Aldrich (Madrid,
Spain). Orlistat as drug reference was also acquired from Sigma-
Aldrich (Madrid, Spain) while acarbose was bought in Cymit
Quimica (Barcelona, Spain). All other reagents, unless indicated,
were purchased from Sigma (St. Louis, MO).

Plant material and extraction procedure

The plant material was collected around Capo d’Orlando
(Messina, Italy). The leaves of Brassica incana were harvested in
November 2018 and the flowering tops in May 2019. The taxo-
nomic identification was confirmed by Prof. S. Ragusa,
Department of Health Sciences, University Magna Graecia of
Catanzaro. A voucher specimen (1108/18) was deposited in the
same department.

After harvesting, the plant material was washed, blended, fro-
zen, and lyophilized. The extraction was carried out as reported
in our previous work (Miceli et al. 2020). The yields of the leaf
and flowering top hydroalcoholic (70% MeOH) extracts, com-
pared to 100g of lyophilized plant material, were 26.47% and
33.16%, respectively.

Characterization of volatile compounds by SPME-GC/MS

Extraction (HS-SPME)

The hydroalcoholic extracts of both the leaves and the flowering
tops of B. incana were analyzed for their volatile composition by
HS-SPME-GC/MS.

The dried extracts were solubilized in saturated sodium chlor-
ide solution to a final concentration of 10mg/mL; then
3+0.1mL of each extract solution were transferred to a 7mL
vial closed with a ‘mininert’ valve (Supelco, Bellefonte, PA). For
the volatile extraction, the sample was equilibrated for 15min at
40°C, and a DVB/CAR/PDMS fibre, 50/30 um film thickness
(Supelco, Bellefonte, PA), was exposed for 15min to the head-
space of the sample maintained at 40 °C under continuous mag-
netic stirring. Finally, the SPME fibre was placed for 3 min into
the injector port of the GC/MS, held at 260°C, for the thermal
desorption of the analytes onto the capillary GC column.
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Analysis (GC/MS)

The volatiles were analyzed by a Shimadzu GC 2010 Plus gas
chromatograph coupled to a TQMS 8040 triple quadrupole mass
spectrometer (Shimadzu, Milan, Italy). Two capillary columns of
different polarity were used: (1) VF-WAXms, 60 m, 0.25 mm i.d.,
0.25 pm film thickness polar column (Agilent Technologies Italia
S.p.A., Milan, Italy); (2) DB-5ms, 30 m, 0.25mm id., 0.25pum
film thickness apolar column (Agilent Technologies Italia S.p.A.,
Milan, Italy).

The conditions were as follows. Injection mode: splitless.
Oven temperature: (1) 45°C held for 5min, then increased to
80°C at a rate of 10°C/min and to 240°C at 2°C/min, held at
240°C for 5min, for VE-WAXms column; (2) 45°C increased to
160°C at a rate of 3°C/min and to 260 °C at 10°C/min, held at
260°C for 5min, for DB-5ms column. Carrier gas: helium at a
constant flow of 1 mL/min. Transfer line temperature: 250 °C.
Acquisition range: 40-360 m/z; scan speed of 1250. For the iden-
tification of the volatiles, mass spectral data, NIST" 14 (NIST/
EPA/NIH Mass Spectra Library, version 2.0, USA) and FENSC
3.0 database, linear retention indices (LRI), literature data and
injection of the available standards were used (Cincotta
et al. 2018).

Bioactivity of B. incana extracts

All in vitro bioactivity tests were performed as previously
described in Taviano et al. (2020) using control wells with all
reagents except for extract and sample wells in order to check
the inhibitory profile. Blank wells were also measured in order to
eliminate interferences. A wide range of concentrations
(0.0001-10 mg/mL for enzymatic assays and 0.03-0.5 mg/mL for
AGES) was tested in the assays.

Pancreatic lipase inhibition

Lipase inhibition was measured as previously reported by
Taviano et al. (2020) in 96-well microplates. Briefly, 40 uL of
enzyme (2.5mg/mL in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.0), previ-
ously centrifugated at 2000 x g for 7min was mixed with 40 pL
of extract and 20 uL of 10 mM p-nitrophenyl butyrate (p-NPB).
After 10min incubation, absorbance was recorded at 405nm
using also orlistat as drug reference.

a-Glucosidase inhibition

a-Glucosidase inhibition was also investigated as reported by
Taviano et al. (2020). 100 uL of enzyme (1 U/mL) dissolved in
buffer (12.5mM Na,HPO,, 3.3mM NaH,PO, pH = 6.9) was
mixed with 50 uL of extract and then incubated at room tem-
perature for 10 min. Then, 50 pL of 3 mM p-nitrophenyl-a-p-glu-
copyranoside (pNPG) were added. After 15min at 37°C,
absorbance was recorded at 405nm using acarbose as
drug reference.

Advanced glycation end-products inhibition

Advanced glycation end-products (AGEs) inhibition was meas-
ured in 96-black well-plates according to Spinola and Castilho
(2017). 10 mg/mL Bovine serum albumin solution (50 pL) was
mixed with 80 pL of 0.1 M phosphate buffer (containing sodium
azide 3mM, pH =7.4), 50 uL of 0.5M fructose solution (0.5 M)
and 20 uL of extracts. After 24 h incubation at 37 °C in the dark,
fluorescence was measured (355nm excitation wavelength and



1996 M. F. TAVIANO ET AL.

460 nm emission wavelength) using aminoguanidine (AMG) as
drug reference.

Antiradical activity

Free radical scavenging activity was evaluated by calculating the
percentage of inhibition of superoxide radicals generated by xan-
thine oxidase (Mustafa et al. 2022) using trolox as reference sub-
stance. Briefly, 240 uL of the reaction mixture [90 UM xanthine,
16 mM Na,CO;, and 22.8uM nitroblue tetrazolium chloride
(NBT) in phosphate buffer pH 7.0] was mixed with 30 puL of
extract solution at different concentrations; then, xanthine oxi-
dase (XO) was added, and absorbance was read at 560 nm after
2 min incubation at 37 °C.

Data and statistical analyses

Results about bioactivity are presented as mean values and stand-
ard error of mean (SEM) of at least three independent experi-
ments in different days. All bioactivity assays were performed at
between 5 and 9 different concentrations for non-linear regres-
sion. GraphPad Prism v.7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA)
was used for formal analyses. IC5, values were obtained by non-
linear regression and one-way ANOVA with Tukey multiple
comparison test was used in order to detect differences between
the samples.

Results and discussion
Characterization of volatile compounds by SPME-GC/MS

The volatile composition of the hydroalcoholic extracts of the B.
incana leaves and flowering tops are reported in Tables 1 and 2,
respectively. A large number of compounds belonging to the
chemical classes of esters, alcohols, acids, ketones, aldehydes, ter-
penes, hydrocarbons, sulphur compounds and nitriles were
detected in the headspace of leaf and flowering top extracts.

Regarding the leaf extract, its volatile fraction was constituted
mainly of sulphur compounds (sulphides and isothiocyanates)
which accounted for over 56% of all volatiles. Among the other
chemical classes, alcohols, aldehydes and acids were the most
represented with a percentage close to 10% for each one. 3-
Butenyl isothiocyanate (43.10%), dimethyl trisulphide (10.66%)
and 1-dodecanol (7.61%) were the compounds quantitatively
most represented.

These results are quite different from those reported in our
previous study on the volatiles of B. incana leaves (Tripodi et al.
2012); this can be explained considering that previously the
SPME extraction technique was directly applied to the fresh
plant leaves, and the characteristic “green leaf” volatiles, such as
(E)-2-hexanal (leaf aldehyde), (Z)-3-hexenol (leaf alcohol) and, in
general, C6 aldehydes and alcohols, resulted the main constitu-
ents of the leaf headspace; instead isothiocyanates were the main
volatiles of the hydroalcoholic extract of B. incana leaves.
Isothiocyanates arise from the glucosinolate hydrolysis after plant
cell rupture, and in case of the hydroalcoholic extract, the pro-
cedure for sample preparation certainly favoured their formation
(Fenwick et al. 1983). However, in both cases the class of isothio-
cyanates was constituted mostly of 3-butenyl isothiocyanate.

The volatile fraction of the flowering top extract was com-
posed mostly of sulphur compounds and nitriles. These two
classes of compounds constituted about the 82% of the whole
volatile fraction. The main constituents were dimethyl trisulphide

(36.22%), dimethyl disulphide (18.51%), 3-methyl-3-butenenitrile
(16.06%) and dimethyl tetrasulfide (8.16%). Isobutyl isothiocyan-
ate and 3-butenyl isothiocyanate were the only isothiocyanates
detected but they were present at very low levels representing
only the 0.08% and 0.57% of the whole volatile fraction,
respectively. The remaining compounds were present as minor
constituents (<1%), except for 1-penten-3-one (1.95%), hexahy-
drofarnesyl acetone (1.32%), 1-octen-3-ol (1.07%), 1-octanol
(1.11%) and limonene (2.20%).

The volatile profiles of the B. incana extracts showed signifi-
cant differences. In particular, among sulphur compounds, iso-
thiocyanates prevailed in the leaf extract, whereas sulphides in
the flowering top one; similarly, Robertson et al. (1993) analyzing
five different varieties of Brassica napus found that organic sul-
phides were among the major volatile compounds released from
the flowers, whereas no isothiocyanates were detected.

Moreover, the headspace of the flowering top extract was very
rich in nitriles while aldehydes, alcohols and acids were quantita-
tively less represented than in the leaf extract headspace.

Like isothiocyanates, nitriles are hydrolysis products of gluco-
sinolates by the action of the myrosinase. The enzymatic cleavage
can lead to different products depending on the glucosinolate
structure and the presence of factors which modify the action of
the enzyme. It has been demonstrated that ferrous ions and
acidic conditions favour nitrile formation; moreover, nitriles are
also favoured by the aglycone autolysis (Fenwick et al. 1983).

Bioactivity of B. incana extracts

Brassica incana extracts were able to inhibit pancreatic lipase
and o-glucosidase in a dose-dependent manner, as reported in
Figure 1. Although the observed inhibitions were not superior to
the drug references used in the bioassays, orlistat and acarbose,
it is the first time that these activities are reported for this plant
species. In the case of pancreatic lipase, the ICs, value was lower
for the flowering top extract whereas in the glucosidase assay the
best results were obtained for the leaves extract (Table 3). Both
enzymes, pancreatic lipase and a-glucosidase, are key physio-
logical and pharmacological targets for the treatment and pre-
vention of metabolic disorders such as obesity, diabetes or the
metabolic syndrome and therefore widely studied as pharmaco-
logical targets for phytochemicals (Ahmad et al. 2020; El-Nashar
et al. 2021). Cruciferous plants (Brassicaceae family) have been
presented several times as healthy food plants due to their con-
tent in bioactive compounds; particularly because they are rich
in glucosinolates and their derived volatile sulphur compounds
known as isothiocyanates, which are in relation with the preven-
tion of certain cancers and disorders such as the metabolic syn-
drome (Esteve 2020; Melim et al. 2022). Although is it not clear
in the literature that isothiocyanates act as pancreatic lipase or
alpha-glucosidase inhibitors, other cruciferous plants have also
demonstrated this kind of in vitro activity (Taviano et al. 2020).
In previous work, several polyphenols, such as phenolic acids or
flavonoids, have been detected in both B. incana leaf and flower-
ing top extracts utilized in this study (Miceli et al. 2020). It was
reported that extracts rich in polyphenols have a great capacity
to inhibit enzymes involved in glucose and fat metabolism, such
as alpha-glucosidase and lipase (Les et al. 2020). Thus, it can be
assumed that the polyphenolic compounds are involved in the
lipase or glucosidase inhibiting activity highlighted for B.
incana extracts.

In relation with antiobesogenic and antidiabetic activity, these
extracts have also revealed AGEs inhibitory properties. The
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Table 1. Composition as volatile constituents and classes of substances of B. incana leaf hydroalcoholic extract.

b

Compound LRI® on DB-5ms LRI® on VF-WAXms Amount Percentage
Sulphur compounds
Dimethyl disulphide 742 1080 3959 1.99
Isobutyl isothiocyanate 929 1322 610 0.31
Dimethyl trisulphide 969 1388 21,163 10.66
3-Butenyl isothiocyanate 973 1462 85,532 43.10
Methyl methylthiomethyl disulphide 1135 1665 520 0.26
All 111,784 56.33
Nitriles
4-Pentenenitrile 745 1279 5254 2.65
Heptanenitrile 991 1408 120 0.06
All 5374 2.71
Aldehydes
(E)-2-Pentenal 758 1131 387 0.19
Heptanal 904 1186 776 0.39
(E)-2-Heptenal 958 1329 571 0.29
Octanal 1004 1290 1116 0.56
(E)-2-Octenal 1058 1433 140 0.07
Nonanal 1105 1396 4201 2.12
Decanal 1207 1501 7448 3.75
Undecanal 1307 1606 240 0.12
Dodecanal 1408 171 1174 0.59
Tridecanal 1510 1817 559 0.28
Tetradecanal 1610 1922 1058 0.53
B-Cyclocitral 1220 1624 1388 0.70
Safranal 1200 1649 1071 0.54
All 20,128 10.14
Ketones
6-Methyl-5-hepten-2-one 985 1340 249 0.13
All 249 0.13
Alcohols
1-Hexanol 870 1347 188 0.09
1-Octen-3-ol 980 1448 233 0.12
2-Ethyl-1-hexanol 1028 1489 484 0.24
(2)-2-Octen-1-ol 1060 1620 356 0.18
(E)-2-Octen-1-ol 1068 1616 101 0.05
1-Octanol 1071 1557 171 0.09
1-Nonanol 1173 1659 363 0.18
Dodecanol 1475 1966 15,106 7.61
Tetradecanol 1576 2171 5164 26
All 22,165 11.17
Acids
Butanoic acid 779 1636 5276 2.66
Hexanoic acid 978 1851 7856 3.96
Octanoic acid M7 2064 3707 1.87
Hexadecanoic acid 1960 3000 2426 1.22
All 19,264 9.71
Esters
3-Methyl-1-butyl acetate 876 121 829 0.42
Hexyl acetate 1011 1270 3001 1.51
1-Methylbutyl butanoate 1015 1208 509 0.26
Butyl hexanoate 1185 1412 664 0.33
Hexyl butanoate 1194 1415 228 0.1
Methyl hexadecanoate 1926 2216 3268 1.65
All 8498 4.28
Terpenes
Limonene 1029 1193 4363 2.20
(2)-Calamenene 1531 1835 1335 0.67
Guaiol 1597 2087 2333 1.18
Bulnesol 1667 2208 2391 1.20
All 10,423 5.25

“Linear retention indexes calculated according to the Van Den Dool and Kratz equation.

bPeak area arbitrary scale.

inhibitory activity is also better for the leaves than for the flow-
ering top extracts (Figure 2); the level of fluorescence of BSA
alone, and BSA + fructose, and BSA + fructose + treatments is
included as Supplementary material. AGEs production is impli-
cated in these metabolic diseases because of bad hyperglycaemia
control; elevated glucose blood concentration leads to increased
protein glycation generating a proinflammatory state (Garay-
Sevilla et al. 2021).

Nevertheless, hyperglycaemia not only contributes to AGEs
production but also to oxidative stress and free radical release,
inducing cellular ageing and disfunction (Silveira Rossi et al.
2022). For this reason, it is also important that o-glucosidase
inhibitors may also act as anti-AGEs and antioxidant agents.
Figure 3 shows the activity of leaf and flowering top extracts of
B. incana against superoxide radicals in the xanthine/xanthine
oxidase system. As it can be observed, the antiradical activity is
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Table 2. Composition as volatile constituents and classes of substances of B. incana flowering top hydroalcoholic extract.

Compounds LRI on DB-5ms LRI? on VF-WAXms Amount® Percentage
Sulphur compounds
Dimethyl disulphide 742 1080 32,307 18.96
Isobutyl isothiocyanate 929 1322 137 0.08
Dimethyl trisulphide 969 1388 63,208 36.62
3-Butenyl isothiocyanate 973 1462 995 0.57
Dimethyl tetrasulfide 1216 1750 14,244 8.16
All 112,673 64.40
Nitriles
3-Methyl-3-butenenitrile 759 - 28,026 16.06
Benzyl nitrile 1136 1893 1442 0.83
Benzenepropanenitrile 1237 2041 19 0.07
1H-Indole-3-acetonitrile 1807 - 1028 0.59
All 30,495 17.54
Aldehydes
Hexanal 803 1085 683 0.39
Heptanal 904 1186 110 0.06
(E)-2-Heptenal 958 1329 299 0.17
Benzaldehyde 962 1530 231 0.13
(E.E)-2.4-Heptadienal 1000 1508 92 0.05
Octanal 1004 1290 400 0.23
Phenylacetaldehyde 1044 1645 336 0.19
Nonanal 1105 1396 1150 0.66
Decanal 1207 1501 356 0.20
All 3657 2.10
Ketones
1-Penten-3-one 721 1020 3405 1.95
6-Methyl-5-hepten-2-one 985 1340 251 0.14
6-Methyl-3.5-heptadien-2-one 1096 1582 532 0.30
6.4.10-Trimethyl-2-pentadecanone (hexahydrofarnesyl acetone) 1844 2119 2302 132
All 6490 3.72
Alcohols
1-Octen-3-ol 980 1448 1871 1.07
(B)- 2-Octen-1-ol 1068 1616 867 0.50
1-Octanol 1071 1557 1945 1.1
1-Nonanol 1173 1659 98 0.06
All 4781 2.74
Acids
3-Methylbutanoic acid 834 1681 417 0.24
2-Methylbutanoic acid 845 1687 874 0.50
(2)-3-Hexenoic acid 992 1940 80 0.05
2-Methyl-4-pentenoic acid 996 - 315 0.18
2-Ethylhexanoic acid 1115 1129 165 0.09
Octanoic acid 171 2064 665 0.38
Nonanoic acid 1268 2165 836 0.48
Decanoic acid 1365 2267 386 0.22
All 3738 214
Esters
3-Methyl-1-butyl acetate 876 1121 290 0.17
Pentyl 2-methylpropanoate 1056 1243 254 0.15
Phenyl acetate 1064 1660 86 0.05
Methyl octanoate 1127 1411 1162 0.67
Carveyl acetate 1314 2071 150 0.09
Octyl 2-methylpropanoate 1347 1547 89 0.05
Benzyl 3-methylbutanoate 1392 1852 121 0.07
1-Methylethyl decanoate 1428 1615 409 0.23
1-Octen-3-yl hexanoate 1507 - 328 0.19
1-Methylethyl tetradecanoate 1826 2017 57 0.03
Methyl hexadecanoate 1926 2216 1563 0.90
Methyl linoleate 2095 2480 76 0.04
Methyl linolenate 2101 2503 357 0.20
All 4790 2.83
Terpenes
o-Pinene 933 1025 149 0.09
B-Pinene 978 1108 333 0.19
p-Cymene 1025 1270 600 0.34
Limonene 1029 1193 3632 2.20
Eucalyptol 1033 1206 715 0.41
a-Isophorone 1124 1621 805 0.46
Safranal 1200 1639 451 0.26
B-Cyclocitral 1220 1623 530 0.30
Citronellol 1232 1757 68 0.04
Carvacrol 1299 2225 110 0.06
Orivone 1354 - 133 0.08

(continued)



Table 2. Continued.
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Compounds LRI* on DB-5ms LRI* on VF-WAXms Amount® Percentage
All 7740 4.43
Hydrocarbons
Heptadecane 1700 1700 59 0.03
Octadecane 1800 1800 40 0.02
1-Eicosene 1994 2051 69 0.04
All 168 0.10

*Linear retention indexes calculated according to the Van Den Dool and Kratz equation.

PPeak area arbitrary scale.
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Figure 1. Inhibition of pancreatic lipase (A) and a-glucosidase (B) by B. incana lea
tive control substances.

f and flowering top hydroalcoholic extracts. Orlistat and acarbose were used as posi-

Table 3. 1Csq values for B. incana leaf and flowering top hydroalcoholic extracts and drug compounds used as references.

ICso values (mg/mL) in different bioassays

Samples AGEs Superoxide Glucosidase Lipase

B. incana (leaf) 0.192 +£0.024° 0.022 +£0.003° 0.968 +£0.141° 1.086 +0.319°
B. incana (flowering top) 0.262 +0.020° 0.038+0.012° 1.921+0.321° 0.939+0.131°
AMG 0.0744+0.017° - - _

Trolox - 0.028 +£0.001° - -
Acarbose - - 0.306+0.039" -

Orlistat - - - 0.0277+0.015°

Results are expressed as average + SEM of at least three independent experiments. *® Different letters within the same column
indicate significant differences between mean values (P < 0.05). No significant differences were found between leaves and
flowering tops using ANOVA and Tukey for multiple comparison statistical analyses.

slightly better for the leaf extract, whose ICs, values are lower
than the values obtained for the flowering top one (Table 3).
The antioxidant activity of B. incana has already been published
(Miceli et al. 2020; Picchi et al. 2020) but this is the first time
that is performed against superoxide radicals generated by

xanthine oxidase and compared with trolox using non-linear
regression analysis. Our results are in accordance with the previ-
ous work made by the authors as the leaf extract is better as rad-
ical scavenger than the flowering top (Miceli et al. 2020);
nevertheless, it is surprising that the capacity of our extracts to
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Figure 3. Antioxidant activity against superoxide radicals by B. incana leaf and flowering top hydroalcoholic extracts. Trolox was used as positive control substance.

inhibit superoxide radicals is even better than the activity dis-
played by Trolox (Figure 3 and Table 3). Previous work, as by
Miceli et al. (2020), have also dealt with the presence of phe-
nolics and have demonstrated the absence of toxicity against A.
salina nauplii, which is also important to recommend a plant
matrix as a healthy functional food. Considering that these
extracts act as enzyme inhibitors of pancreatic lipase and a-glu-
cosidase and as antioxidant and anti-AGEs agents, they could
represent an interesting source of bioactive molecules.

Conclusions

Herein, the volatile profile and the antidiabetic and anti-obesity
potential of leaves and flowering tops from Brassica incana
grown wild in Sicily (Italy) are reported. Significant differences
in the volatile composition of the leaf and flowering top hydroal-
coholic extracts have been highlighted. In particular, among sul-
phur compounds, isothiocyanates prevailed in the former, being
3-butenyl isothiocyanate the main component. Both extracts



have been shown for the first time to inhibit pancreatic lipase,
a-glucosidase, advanced glycation end-products and superoxide
radicals in the xanthine/xanthine oxidase system, although the
flowering top extract displayed better pancreatic lipase inhibiting
activity, there were not significant differences between the leaf
extract and the flowering top. The present findings indicate that
leaves and flowering tops from B. incana are a source of func-
tional ingredients that could act as antidiabetic and anti-obeso-
genic agents.
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Resumen:

Allium cepa L., denominada comunmente cebolla, es uno de los vegetales mas
consumidos. Los beneficios del consumo de su bulbo han sido extensamente estudiados
y se relacionan con su elevado contenido en polifenoles. Las flores de cebolla son
también comestibles, sin embargo, no existen estudios sobre sus propiedades bioldgicas.
Nuestro objetivo fue determinar el perfil polifendlico y evaluar la capacidad antioxidante
y anti-obesidad de un extracto etandlico de flores frescas de A. cepa. Los compuestos
fendlicos se identificaron a través de LC-DAD-ESI/MSn. Para estudiar el potencial anti-
obesidad, se cuantifico la capacidad inhibitoria frente a enzimas digestivas. Se realizaron
diferentes ensayos in vitro para determinar la capacidad antioxidante. El modelo
Caenorhabditis elegans fue usado para evaluar el efecto del extracto sobre la resistencia
al estrés y la acumulacién de grasa. Por primera vez se identificaron los glicdsidos de
kaempferol y isorhamnetina en las flores. El extracto redujo en el nematodo la
acumulacién de grasa y mostré elevada inhibicion de lipasa y a-glucosidasa. En cuanto a
la actividad antioxidante, el extracto incremento la supervivencia de C. elegans expuesto
a estrés oxidativo letal. Ademas, el extracto logrdé potenciar las actividades de las
enzimas catalasa y dxido dismutasa. Nuestros resultados demuestran por primera vez la
capacidad antioxidante y anti-obesidad de las flores de cebolla, asi como su potencial
uso como alimento funcional y nutraceutico.
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Abstract: Allium cepa L., commonly known as onion, is one of the most consumed vegetables. The
benefits of the intake of its bulb are well studied and are related to its high polyphenol content. The
flowers of onion are also edible, however, there are no studies about their biological properties. Our
aim was to determine the polyphenolic profile and assess the antioxidant and anti-obesity capacity
of an ethanolic extract from fresh flowers of A. cepa. The phenolic constituents were identified
through LC-DAD-ESI/MSn. For the anti-obesity potential, the inhibitory activity against digestive
enzymes were measured. Several in vitro assays were carried out to determinate the antioxidant
capacity. Caernorhabditis elegans model was used to evaluate the effect of the extract on stress re-
sistance and fat accumulation. For the first time, kaempferol and isorhamnetin glucosides were
identified in the flowers. The extract reduced fat accumulation in the nematode and had a high
lipase and a- glucosidase inhibitory activity. Regarding to the antioxidant activity, the extract in-
creased the survival rate on C. elegans exposed to a lethal oxidative stress. Moreover, the activities
of superoxide dismutase and catalase were enhanced by the extract. Our results demonstrate for the
first time the antioxidant and anti-obesity activity of onion flowers and its potential use as functional
foods and nutraceuticals.

Keywords: edible flowers; onion; flavonoids; polyphenols; obesity; C. elegans

1. Introduction

Bioactive compounds or extracts from plants have been used for health maintenance,
control, and prevention of diseases since the earliest times. An example of this can be
found in the management of overweight and obesity.

According to a report from the World Health Organization (WHO), overweight and
obesity affect 60% of adults and are also the leading risk factor for disability [1]. They are
linked to an increased risk for many non-communicable diseases such as metabolic syn-
drome, osteoarthritis, or respiratory disorders, which make them a major concern for pub-
lic health. Pathogenic pathways of comorbidities associated to obesity are interconnected
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by different factors, specially important is the oxidative stress [2]. Thus, attenuating oxi-
dative stress is a potential therapeutic target for obesity-associated diseases.

The current approach to counteract overweight and obesity comprises lifestyle mod-
ification (nutritional and exercise interventions), and if it is necessary also include the use
of drugs and bariatric surgery. Even so, in most cases the long-term results are modest. In
this context have arisen the use of functional foods and nutraceuticals as complement to
the classic therapeutical strategy [3,4].

The patterns of food consummation are changing during the last years, it has
emerged an interest for ingredients and dietary supplements beneficial to well-being that
go further than normal healthy diet [5]. The pursuit of new functional ingredients is very
challenging due to the difficulty of carried out clinical trials to prove health benefits [6].
So, several in vivo systems are used for the study of efficacy and the mechanisms involved.
Caenorhabditis elegans has emerged as a convenient model in nutrition research. Besides
the ease of handling, there is molecular conservation in signaling pathways between in-
vertebrates and vertebrates, making this nematode specie a powerful model organism [7]

Edibles flowers are promising candidates for being used as nutraceuticals or func-
tional foods due to its rich content in bioactive compounds. Flowers are a source of poly-
phenols, alkaloids and carotenoids, which are non-nutritive health-promoting com-
pounds [8]. Despite this, its use is not widespread among the general population [9], alt-
hough more and more are being consumed.

Allium cepa, popularly called onion, is one the most consumed species over the world.
Several studies have been carried out to determinate the composition and biological ac-
tivities of the bulb and other plant parts of this species, while their flowers remain poorly
studied, even though they are also edible. Different plant parts of this species have
demonstrated positive results in the treatment and prevention of obesity and associated
disorders as diabetes, hypertension or hyperlipidemia [10-12].

For this reason, the present study aims to determinate the polyphenolic composition
of A. cepa flowers. As well as the assessment of its anti-obesity and antioxidant capacity
by exploring the effect on fat accumulation and protective against oxidative stress in C.
elegans for first time.

2. Materials and Methods
2.1. Standards and Reagents

Acetonitrile (99.9%) was of HPLC grade from Fisher Scientific (Lisbon, Portugal).
Phenolic compound standards (Isorhamnetin-3-O-glucoside, kaempferol-3-O-glucoside,
and quercetin-3-O-glucoside) were from Extrasynthese (Genay, France). Formic acid, bo-
vine serum albumin (BSA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), trolox, 2-2’-azobis(2-
methyl-propionamidine)-di-hydrochloride (AAPH), 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ),
xanthine, ferrous sulfate (FeSO4), CuSOs, a-Glucosidase from Saccharomyces cerevisiae, 4-ni-
trophenyl a-D-glucopyranoside (pNPG), lipase from porcine pancreas, 4-nitrophenyl bu-
tyrate (NPB) and bicinchoninic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Superoxide dismutase (SOD) assay kit and catalase (CAT) assay kit were bought
from Invitrogen (Barcelona, Spain), while RIPA buffer lysis was obtained from Thermo
Scientific (Madrid, Spain). 5-hydroxy-1,4-naphthoquinone (juglone) was from Alfa Aesar
(Ward Hill, MA, USA) and Folin—Ciocalteu reagent was purchased from Chem-Lab
(Zeldelgem, Belgium). cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, nitroblue tetrazoluzium
(NBT) and xanthine oxidase were acquired from Vidrafoc (Barcelona, Spain). All other
general laboratory reagents were purchased from Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona,
Spain). Water was treated in a Milli-Q water purification system (TGI Pure Water Systems,
Greenville, SC, USA).
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2.2. Plant material and soxhlet extraction 98

Fresh flowers of A. cepa were harvested from an organic garden in the region of Za- 99
ragoza (Spain). The extract was prepared with a soxhlet apparatus using ethanol as sol- 100
vent for 4 hours. After extraction, the solvent was removed with a rotatory evaporator 101

and resulted extracts were stored in the dark at —20 °C. 102
103
2.3. Analysis of Phenolic Compounds 104

The phenolic profile was determined by LC-DAD-ESI/MSn (Dionex Ultimate 3000 105
UPLC, Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). These compounds were separated and 106
identified as previously described by Bessada, Barreira, Barros, Ferreira, & Oliveira (2016). 107
The obtained extracts were re-dissolved at a concentration of 10 mg/mL with the metha- 108
nol: water (80:20, v/v) mixture. A double online detection was performed using a DAD 109
(280, 330 and 370 nm as preferred wavelengths) and a mass spectrometer (MS). The MS 110
detection was performed in negative mode, using a Linear Ion Trap LTQ XL mass spec- 111
trometer (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA) equipped with an ESI source. 112

The identification of the phenolic compounds was performed based on their chroma- 113
tographic behaviour and UV-vis and mass spectra by comparison with standard com- 114
pounds, when available, and data reported in the literature giving a tentative identifica- 115
tion. Data acquisition was carried out with Xcalibur® data system (Thermo Finnigan, San 116
Jose, CA, USA). For quantitative analysis, a calibration curve for each available phenolic 117
standard was constructed based on the UV-vis signal. For the identified phenolic com- 118
pounds for which a commercial standard was not available, the quantification was per- 119
formed through the calibration curve of the most similar available standard. The results 120

were expressed as mg/g of extract. 121

122
2.4. In vitro determination of enzyme inhibitory effects 123
2.4.1 Inhibition of pancreatic Lipase assay 124

The ability of the extract to inhibit lipase was measured in 96 well plates [14]. The 125
enzyme was diluted at concentration 2.5 mg/mL in buffer 0.1 M TRIS base buffer with 126
5mM CaClz (pH 7.0) and centrifugated at 2000 g for 7 minutes. 40 pL of extract solution, 127
40 pL of enzyme and 20 uL of substrate solution (10 mM of p-NPB) were mixed and 128
incubated for 15 minutes at 37 °C. Absorbance was read at 405 nm and enzyme inhibition 129
was calulculated in percentage using the following formula, Eq. 1. 130

(Abs control — Abs sample)

Inhibition (%) = Abs control x 100 131

2.4.2 Inhibition of a-glucosidase assay 132

a-glucosidase inhibition was performed following the procedure of Casedas et al. 133
[15] in a 96-well micropate reader at 405 nm. Each well contained 50 uL sample and 100 134
pL enzyme (1 U/mL). After 10 min, 50 pL pNPG were added and incubated at 37 °C for 135
20 min. Control wells contained 50 uL of solvent (buffer 12.5 mM Na:HPOs, 3.3 mM 136

NaH:POgs; pH = 6.9). Absorbance was read and inhibition was calculated using Eq. 1. 137

138
2.5. In vitro Antioxidant Activity Assays 139
2.5.1. Determination of Folin-Ciocalteu Reducing Capacity 140

The Folin-Ciocalteu Reducing Capacity was determinated with the Folin-Ciocalteu 141
method in a 96 well microplate as described by Zhang [16] with minor modification. 142
Briefly, Folin-Ciocalteu reagent (201 pL) was mixed with diluted extract in ethanol (9 uL) 143
for 5 minutes in the dark at room temperature. Thereafter, 10% Na2COs (90 uL) drop by 144
drop to the mixture. The reaction was allowed to proceed for 40 minutes at room temper- 145
ature in darkness. The absorbance of the solution was measured at 752 nm. Pyrogallol was 146
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used as standard to prepare a calibration curve; therefore, results were expressed as mg 147

of pyrogallol equivalents (PE)/ g extract. 148
149
2.5.2. DPPH: Scavenging Activity 150

DPPH:- assay was carried out following the description of Lopez [17]. The reaction 151
was started by adding 150 uL of DPPH- dissolved in ethanol (0.04 mg/mL) to 150 puL of 152
sample dilutions in ethanol. The absorbance values were measured at 518 nm after 30 min 153
of incubation in darkness at room temperature. The radical scavenging activity was de- 154

terminate in percentage, according to Eq. 1. 155
156
2.5.3. Superoxide radical scavenging activity assay 157

The superoxide (O2) radical was produced by the xanthine/xanthine oxidase system. 158
This assay was performed according the producer described in the literature adapted to 159
96 well microplate [18]. 30 pL of diluted extract or phosphate buffer (pH =6.9) were mixed 160
with 240 L of 22.8 uM nitroblue tetrazolium (NBT), 90 uM xanthine, and 16 mM Na:CO3 161
in phosphate buffer. The reaction was started by adding 30 puL of xanthine oxidase (168 162
U/L). The mixture was allowed to stand for 5 min at 37 °C and the absorbance was meas- 163
ured at 560 nm. The inhibitory xanthine oxidase activity of the extract was also assayed at 164

295 nm. The radical scavenging activity was calculated using Eq. 1. 165
166
2.5.4. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay 167

This ferric reducing ability of the extract was evaluated using FRAP assay as de- 168
scribed by Pulido [19] with minor modifications. The FRAP reagent was prepared dayly 169
and contained 10 mmol of TPTZ solution in 40 mmol/HCIl, 20 mmol/L FeCls-6H20 and 170
sodium acetate buffer (300 mmol/L, pH 3.6) in a volume ratio of 1:1:10, respectively. 30 uL 171
of sample (1 mg/mL) was mixed with 90 uL of distilled water and 900 uL of FRAP reagent. 172
The mixture was allowed to stand for 30 min at 37 °C. The absorbance was measured at 173
595 nm. A calibration curve was made with of FeSOs+7H20. FRAP value was expressed as 174

pmol Fe?/g extract. 175
176
2.5.5. Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC) assay 177

The peroxyl radical scavenging activity of the extract was estimated by ORAC assay 178
[20]. The ORAC assay was conducted using 96 black bottom well microplates using Syn- 179
ergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (Winooski, VT, USA). In each well, 120 pL of fluo- 180
rescein (70 mM), 20 pL of a dilution of extract, trolox (standard) or PBS (blank) were 181
placed. The reaction was started by adding 60 uL of AAHH (12 nM). The fluorescence was 182
measured every 70 s for 93 minutes at 37 °C. The area under the curve (AUC) was calcu- 183
lated and ORAC value was obtained by interpolation in a calibration curve made with 184

Trolox. The results were expressed as pmol trolox-equivalent (TE)/ mg extract. 185

186
2.6. C. elegans assays 187
2.6.1. Strains and maintenance conditions 188

The wild type C. elegans strain (N2) and Escherichia coli OP50 were obtained from 189
Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Minnesota). C. elegans were propagated at 200C on 190
petri dishes containing Nematode Growth Medium (NGM) with a lawn of E. coli OP50 as 191
food source. Synchronization of worms was achieved by preparing eggs from gravid 192
adults using an alkali-bleaching method [21]. 193

194
195
196
197
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2.6.2. Assessment of Acute Toxicity 198

This assay has been carried out following the method of Donkin and Williams with 199
minor modifications [22]. After synchronization, wild type worms were allowed to de- 200
velop in NGM agar plates until larva stage 4 at 20°C. At this moment, the plates were 201
washed with K-medium ((32 mM KCl, 51 mM NaCl) and re-suspended the worms at a 202
concentration of 80-120 worms/mL. 200 uL of the worm/K-medium solution were trans- 203
ferred into each well of a 96 well plate. Fifty microliters of extract dilutions or K-medium 204
(control) were added to the well. The survival of the worms was recorded after 24 hours, 205
and the results were expressed as a percentage of survival rate. Approximately 40 worms 206

per conditions were tested in each assay. 207
208
2.6.3. Analysis of body fat accumulation in C. elegans obesity model 209

An obese C. elegans model was designed after exposing the wild-type N2 worms to 210
an excess of 5% glucose in NGM. The conditions studied were: 5% glucose as positive 211
control, 5% glucose and 250 pg/mL of A. cepa flower extract, and plates without adding 212
glucose as control. As negative control substance, orlistat was used at 6 pg/mL [23], the 213
fat-reduction obtained by this drug compared to the obese worm (positive control) is con- 214
sidered the maximum effect (100% reduction). 215

The effects of the extracts on C. elegans fat storages were studied by Nile Red staining 216
and fluorimetry on L4 stage. Synchronized L1 C. elegans (at least 300 individuals per con- 217
dition) were grown for 48 hours at 20 °C under different dietary conditions previously 218
described. Total fat content was measured in nematodes by quantifying Nile Red staining 219
images according to the previously described method [24]. This dye emits fluorescence 220
when exposed to ultraviolet light (Nikon Intensilight C-HGFI) allowing observation of 221
lipids accumulated in intracellular droplets in worms. 30-40 worms per condition were 222
captured with a Nikon camera attached to an inverted microscope Nikon Eclipse TS100 223
after exposure to UV lightning using a GFP filter that captures at 395nm excitation and 224
508 nm emission wavelength. All worms were photographed at 100 x magnification and 225
20 seconds of exposure time. Images were analyzed using the image processing program 226

Image] to obtain the relative fluorescence per area value of each worm. 227
228
2.6.4. Evaluation of Resistance to Oxidative Stress 229

Oxidation stress resistance assay was based on the method described by Surco-Laos 230
with modifications [25], using juglone to induce a lethal oxidative stress. In brief, synchro- 231
nized L1 worms were transferred to Petri dishes containing different concentration of 232
flower extract (0, 50, 100, 250 and 500 pg/mL) and were cultivated for 48 hours at 20°C. 233
After the exposure period, the worms were washed twice with sterile water and were 234
transferred into new wells containing 150 uM of juglone. After 24 hours, the survivors 235

were scored. At least, 120 worms per condition were evaluated in each assay. 236
237
2.6.4. Endogenous antioxidant enzymes 238

L1 larvae (50 nematodes/condition) were incubated in the presence of a range of con- 239
centrations of the extract (50-500 pg/mL) or in the absence of it at 20 °C. In addition, 48 240
hours later, the nematodes were directly lysed or were subjected to sublethal oxidative 241
stress (juglone 150 uM in NGM, 1 h or 3h) and were subsequently lysed. In order to lysis, 242
nematodes were washed twice with M9 and then mix with RIPA buffer and cOmplete™ 243
protease inhibitor cocktail. Then, the worms were disrupted by two cycles of freezing/ 244
thawing and centrifugated at 14000 xg 10 min at 4 °C. After centrifugation, the protein 245

content of the supernatants was determinate by the bicinchoninic acid (BCA) assays. 246
SOD and CAT activities were measure spectrophotometrically using kits commer- 247
cially available. The activities of SOD and catalase were expressed as U/mg protein. 248

249
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2.7. Statistical Analysis

All data come from three indepent replicates. The results are reported as mean + standard
error means (SEM). ICso values were estimated by using a non-linear regression. A one-
way ANOVA, Tukey's multiple comparison and unpaired Student’s f test were used to
analyze statistical significance using GraphPad Prism version 6.0c ( San Diego, CA, USA).
Differences with p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results and discussion
3.1. Polyphenolic composition of A. cepa flowers

The extract was prepared from fresh flowers of A. cepa with a yield of 7.14% (mass
of extract/mass of fresh flowers).

The phenolic composition of the ethanolic extract of fresh flowers of A. cepa was per-
formed using an LC-DAD-ESI/MSn and the tentative identification and quantification are
present in Table 1. Seven phenolic compounds were identified, being all identified as fla-
vonols, mainly kaempferol and isorhamnetin glycoside derivates. Peaks 5 (kaemperol-3-
O-glucoside), 6 (isorhamnetin-3-O-glucoside), and 1 (kaemperol-O-dihexoside) were the
major compounds found in the extract. The phenolic profile of this part of the sample is
slightly different from those reported for the bulb and peel, in which the main compounds
present were quercetin glycosides [26,27].

Table 1. Retention time (Rt), wavelengths of maximum absorption in the visible region (Amax), mass spectral data, tentative

identification, and quantification (mg/g of extract) of the phenolic compounds present in A. cepa flowers.

Pé3k Rt Amax (nm) Molecular ion MS? (m/7) Tentative identification
(min) [M-H] (mm/z)

/1\j 14.46 350 609 447(72),285(100) Kaempferol-O-dihexoside 0.887+0.001
2724 16.44 346 609 429(100),285(73) Kaempferol-O-dihexoside 0.52+0.01
2735 18.38 341 593 285(100) Kaempferol-3-O-rutinoside 0.276+0.001
2746 21.27 343 609 285(100) Kaempferol-O-dihexoside 0.447+0.001
2757 22.39 347 447 285(100) Kaempferol-3-O-glucoside 1.1240.01
2768 23.34 353 477 315(100) Isorhamnetin-3-O-glucoside 0.93+0.01
2779 24.23 317 623 477(10),315(100) Isorhamnetin-O-coumaroylhexoside 0.333+0.004

Total phenolic compounds 4.50+0.01

3.2. In vitro inhibition of a-glucosidase and pancreatic lipase

The antiobesogenic potential was firstly evaluated through the in vitro inhibition of
the enzymes lipase and a-glucosidase. ICso values of samples and control substances
(acarbose and orlistat) are presented in Table 1.

Table 1. Anti-obesity activity of flower extract. The results are presented as mean = SEM.

Sample a-Glucosidase Lipase
ICso (ug/mL) ICs0 (ug/mL)
A.cepa flower extraxt 412.1+04 677.1 £ 68.4

Acarbose 297.2+15.8 -
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Orlistat - 27.7+13.3 288
289

290
291

A.cepa flower extract showed a-glucosidase inhibition and pancreatic lipase 292
inhibition; the percentages of inhibition were not as higher as the control substances but 293
this activity should be taken in consideration. 294

Through the targeting of these digestive enzymes, the absorption of sugars and lipids 295
can be reduced or controled and therefore be useful in the management of parameters 296
related to obesity, cardiovascular diseases and diabetes. As stated by the European 297
Medicines Agency [28], A.cepa has been seldom traditionally used to treat diabetes, but 298
there are reports for antihyperglycemic activity, cardiovascular and lipid-lowering effects. 299
Various studies have shown that the onion extracts can exhibit inhibitory activity against 300
the enzymes connected to metabolic syndrome and oxidative stress [29-32].There are 301
precedents for the inhibition of lipase and a-glucosidase by diverse parts of A.cepa such 302
as leaves[33], skin [32] and pulp[34], but to the best of our knowledge it is the first time 303
that these bioactivities are proven in the flower extract. Although the ICso values for both 304
enzymes obtained in our study are higher than those observed by other authors for pulp 305
or skin extracts, our results suggest for the first time that A. cepa flowers extract may serve 306

as a potential source of natural lipase and a-glucosidase inhibitors. 307
308
3.3. In vitro antioxidant activity 309
To quantitatively evaluate the antioxidative effect, A. cepa flower extract was first 310
tested in vitro through several assays. The results are summarized in Table 2. 311
312
Table 2. Antioxidant and reducing activity of flower extract. Results are presented as mean £ SEM 313
Assay DPPH- Oz~ Folin- FRAP ORAC
ICso ICso (ng/mL) Ciocalteau | mmo] Fe/ g | pmol TE/ mg
(ng/mL) mg PE/g extract extract.
extract

A.cepa flower

471 + 46 229 + 39 17 +2 6+2 1+0.1
extract

Ascorbic acid 1.5+0.1 - - - _

Trolox - 28+1 - - -

314

DPPH- and Oz~ assays were used to assess the radical scavenging activity of the ex- 315
tract. A. cepa extract exhibited moderate activity in DPPH assay, the maximum percentage 316
of inhibition of DPPH- was 94%=* 1 at 1000 pug/mL. Higher power was found neutralizing 317
the superoxide radical. This is an important fact because this radical is one the most prev- 318
alent ROS in biological systems[35]. 319
Beyond scavengers of oxidants, the reduction ability, especially Fe*, is also consid- 320
ered an important antioxidant mechanism[36]. To evaluate it, FRAP and Folin-Ciocalteau 321
assays were carried out. The FRAP value was 6 + 2 mmol Fe?*/ g extract, while the reducing 322
capacity quantified by the Folin- Ciocalteau method was 17 + 2 mg PE/g extract. This 323
method is known as a measure of the total phenolic content, however due to the non- 324
specificity of the reaction, it is more valuable to assess the total antioxidant reducing ac- 325
tivity. Folin- Ciocalteau reagent is not only reduced by phenolic compounds as flavonoids 326
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also other compound can react against it such as vitamins or proteins [37]. As a conse- 327
quence of it, there is an overestimation of the total phenolic content compared with the 328
value obtained with LC-DAD-ESI/MSn. 329

ORAC is one of the main assays to assess the hydrogen atom transfer of extracts. The 330
ORAC value of the flower extract was 1+ 0.1 umol TE/ mg extract. Xiong et al. determinate 331
the ORAC value of acetone extracts of 10 common edible flowers and most of them shown 332
a lower value than our data [38]. 333

The comparison of our results with others reported in the literature about other parts 334
of A. cepa is difficult due to the use of different units and methods for the antioxidant 335
activity evaluation. These studies shown an strong antioxidant activity of skin, pulp and 336
essential oil. [39-42]. Our findings shown a promising activity also for the flowers of this 337

specie. 338
339
3.4. C. elegans asssays 340

In order to better understand the biological effects of this extract, the antioxidant and 341
anti-obesity activity was assessed in C. elegans as this nematode offers the possibility of 342

detecting phenotypic changes. 343
344
3.3.1. Assessment of acute toxicity of fresh flowers 345

Initially, the effect of the extract in the viability of C. elegans N2 was carried out to 346
evaluate its acute toxicity and to establish the range of non-toxic concentrations (Fig. 1). 347
The range of concentrations of 50-750 ug/mL for 24 h did not affect viability as compared 348
to the control group. However, the higher concentrations tested (1000 and 2000 pg/mL) 349
had a negative impact in the viability of the nematodes (p<0.0001). The mortality rate was 350
increased a 19% (1000 pg/mL) and 37% (2000 pig/mL) respect the control, without reaching 351
the lethal dose 50 (LD50). 352
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Figure 1. Effect of the extract from fresh flowers of A. cepa on C. elegans N2 viability. Results are 354

represented as mean + SEM. Differences compared to the control group were considered significant 355
at p < 0.0001(****). 356

The nematicide power of the flower extract is scarce. This is the first time that the 357
impact on C. elegans viability of A. cepa flowers has been described. No other studies have 358
been found that evaluate this activity in other nematodes species, however there are two 359
studies about the nematocidial action of two aisled oligosaccharides of the bulb and onion 360
oil [43,44]. As commented previously, there is difference in the phytochemicals presents 361
in different parts of the plant and also depending on the extraction technique. 362

363
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3.3.2. A. cepa flower extract decreased fat accumulation. 364

C. elegans is a great model for exploring lipid metabolism because the regulatory 365
pathways of energy homeostasis are highly conserved between mammals and this nema- 366
tode. Numerous studies have shown that C. elegans is an excellent tool in the search for 367
bioactive compounds that allow modulating lipid metabolism, contributing to the control 368
of obesity [45—47]. 369

As can be seen in Figure 2, glucose supplementation increases fat deposits in obese 370
control worms by 31.8% compared to control animals (p <0.001) validating the designed 371
in vivo model. On the other hand, our results show that treatment with orlistat, the refer- 372
ence drug, or the extract of A. cepa flowers effectively reverses this effect. Dietary addition 373
of 250 ug/mL of A. cepa flower extract reduced by 18.2% the fat deposits in the treated 374
worms compared to the obese control without treatment (p<0.05). Similar effect was ob- 375
served in the group treated with orlistat, the reference drug, which produced a reduction 376
in lipid content of 34.6% (p < 0.0001). For both treatments, no statistical differences were 377
achieved in the non-obese worms (control group) which suggests that onion flower extract 378

as orlistat, allows to reduce fatty deposits to physiological levels in C. elegans N2 strain. 379
*
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Figure 2. Effect of the extract from fresh flowers of A. cepa on C. elegans N2 total fat. Control group 381
was nematodes without supplementation of glucose; while A. cepa extract (250 pg/mL), control + 382
(orlistat, 6 ug/mL) and control — groups were cultivated in presence of 5% of glucose. Results are 383
represented as mean + SEM. (n = 50-60 worms). Differences were considered significant atp <0.05 384
(*) and p <0.001 (***). 385

Energy homeostasis is a highly complex phenomenon whose regulation is influenced 386
by numerous factors. In C. elegans, more than 400 genes involved in the maintenance of 387
body reserves have been described. Many of these pathways are highly conserved in hu- 388
mans, so in recent years a considerable number of authors have used this model in the 389
study of fat metabolism and obesity [46]. Recent research has shown that phenolic com- 390
pounds can reduce fatty deposits in C. elegans by increasing lipolysis or reducing lipogen- 391
esis through different mechanisms controlled by several genetic pathways. The in vivo 392
obesity model used in this study does not allow the identification of a specific mechanism 393
of action for the decrease in total fat observed in worms treated with A. cepa. However, 394
the identification in the extract of kaemferol and isorhamnetin derivates as major compo- 395
nents suggests that these compounds, whose anti-obesity effect has been previously de- 3%
scribed, could be responsible for the observed activity [45,46]. Thereby, Farrias-Pereira et 397
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al. showed that isorhamnetin reduces fat accumulation in C. elegans by increasing fat oxi- 398
dation [46]. This effect was dependent on nhr-49 pathway, which are involved in fatty 399
acid -oxidation and lipolysis. As is well known well fat accumulation increase the oxida- 400
tive stress damage, and on contrary, an increase in ROS production leads to an excessive 401
accumulation of fat [48]. The clear antioxidant effect shown by the extract could contribute 402

to the observed anti-obesity effect. 403
404
3.3.3. Onion flower extract attenuates the oxidative stress toxicity induced by juglone 405

The protective activity of the extract of A. cepa flowers against oxidative stress was 406
evaluated exposing C. elegans to a lethal dose of juglone. Juglone is a powerful pro-oxi- 407
dant, which increase the generation of intracellular superoxide radicals that can damage 408
cellular components [49]. As shown in Figure 3, the pre-treatment with A. cepa signifi- 409
cantly increased the survival rate of nematodes, protecting them from oxidative stress. 410
The best response was found in the group treated with 500 pug/mL of flower extract for 411
which the survival rate was increased from 0.4% + 0.3 (control group) to 13% + 3. 412
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Figure 3. Effect of A. cepa flower extract on the response to a lethal oxidative stress induced by ju- 415

glone on C. elegans. Results are represented as mean + SEM. Differences compared to control group 416
were considered significant at p <0.01 (**) and p <0.001 (***). 417

Our results reveal a protective potential for A. cepa flowers against oxidative stress, 418
which is in concordance with the in vitro assays described above and the phenolic compo- 419
sition. To the best of our knowledge, this is the first study of the antioxidant potential of = 420
A. cepa using C. elegans. The polyphenols present in the extract have shown protective 421
effect against stress oxidative on this model organism. Kampkdtter et al. shown that 422
kaempferol decrease the accumulation of ROS and oxidative stress [50]. Similar findings 423
were also made in assays performed with isoharmentin, which increased around 15% the 424

survival rate of nematodes after juglone exposition [51]. 425
426
3.3.4. Impact of the extract on endogenous antioxidant enzymes activities 427

The antioxidant enzyme catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) are the 428
main defense system against oxidative injury. The inductions of these antioxidant en- 429
zymes are potential pharmacology targets to attenuate ROS induced damage related to 430
cardiovascular or neurodegenerative disorders [52]. Both enzymes are highly conserved 431
in the nematode C. elegans [53]. 432

The effect of A. cepa extract on SOD and CAT activities was determined on C. elegans 433
(Figure 4). After 48 hours of treatment with the extract, the results revealed a significantly 434
increase of the activity of both enzymes respect to the control group. The best response 435
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was found in the group treated with 500 pg/mL leading to a 4.3 and 2.3 -fold increment 436
for SOD and CAT activity compared to the control worms, respectively. The 250 pug/mL 437
group also increased SOD activity (3.8-fold) without having a significant effect on the CAT = 438

activity against control group. 439
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Figure 4. Effect of A. cepa flower extract on SOD (A) and CAT (B) activity on C. elegans. Results are 441
represented as mean + SEM. Differences compared to control group were considered signifi- 442
cant at p <0.05 (*) and p <0.01 (**). 443

To deepen in the protective effect of the extract against juglone damage. The activity 444
of these endogenous antioxidant enzymes was determinate after induced a sublethal oxi- 445
dative stress. In order to observe the differences along time, worms were exposed to ju- 446
glone 150 uM for 1 hour or 3 hours and the results are shown in Fig. 4. In both cases, the = 447
exposition to juglone for 1 hour causes a significant increase of their activity to counteract 448
the free radicals generated by juglone. However, after 3 hours of exposition to it, the as- 449
sessment showed a significant reduction of SOD and CAT. This fact was not observed in 450
the nematodes treated with the extracts, in which no statistical differences in enzymatic 451
activity between the different time were found. CAT and SOD levels remained constant. 452
This could be related with the positive effect in the survival rate on nematodes exposed 453
to a lethal oxidative stress. Although no statistics differences were found between the dif- 454

ferent groups in the same exposure time. 455
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Figure 5. Effect of A. cepa flower extract on SOD (A) and CAT (B) activity after a sublethal 458
oxidative stress induced by exposure C. elegans to juglone for 1 o 3 hours. Results are represented 459
as mean + SEM. Differences were considered significant at p < 0.05 (*) and p <0.01 (**). 460



Antioxidants 2023, 12, x FOR PEER REVIEW 12 of 15

Previous studies found similar effects in SOD and CAT activities of other parts of the
plant using cell cultures, rats and rabbits [54-56]. These enzymes are biomarkers of anti-
oxidant defenses of the organisms.

A. cepa flowers exhibit a protective effect against juglone toxicity supported by in vitro
assays. However, the results obtained from the endogenous enzymes are insufficient to
explain the antioxidant mechanism implied, which should be further clarified in the fu-
ture.

The use of functional foods and nutraceuticals as a non-pharmacological intervention
has a great potential for reducing obesity, oxidative stress, and associated comorbidities.
Certain clinical trials are using A. cepa as a dietary intervention like the study performed
by Jeon et al; in this study, overweigh South Korean patients received a supplementation
with steamed onion which causes a decrease of total body fat and an improvement of
metabolic parameters [12]. These encouraging results supports the need to continue the
research with the different edible parts of onions and related vegetables.

4. Conclusions

We demonstrated, for the first time, the potential use of onion flowers as functional
food due to the presence of polyphenols and its antioxidant and anti-obesity activities
demonstrated in vitro and in vivo. This work put forward the idea of using certain flowers
of plant foods as edible healthy ingredients with health-promoting properties.
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Resumen de resultados

Nomenclatura de los extractos de flores:

T. erecta amarillo Soxhlet ‘17 - extracto de Tagetes erecta variedad amarilla obtenido
mediante Soxhlet en 2017.

T. erecta naranja Soxhlet 17 - extracto de Tagetes erecta variedad naranja obtenido
mediante Soxhlet en 2017.

T. erecta amarillo Soxhlet 22 - extracto de Tagetes erecta variedad amarilla obtenido
mediante Soxhlet en 2022.

T. erecta naranja Soxhlet ‘22 - extracto de Tagetes erecta variedad naranja obtenido
mediante Soxhlet en 2022.

T. erecta amarillo UAE > extracto de Tagetes erecta variedad amarilla obtenido
mediante UAE.

T. erecta naranja UAE = extracto de Tagetes erecta variedad naranja obtenido mediante
UAE.

V. x wittrockiana = extracto de Viola x wittrockiana obtenido mediante Soxhlet.
A. cepa > extracto de Allium cepa obtenido mediante Soxhlet.

B. incana > extracto de Brassica incana obtenido mediante maceracion y ultrasonidos.
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Bioactive properties of edible flowers with potential in the prevention and management of metabolic diseases and healthy ageing

Las plantas, en particular las flores comestibles, son fuente de compuestos fendlicos y
otros fitoquimicos, presentando gran diversidad de bioactividades, las cuales les
confieren capacidad de ejercer beneficios saludables, siendo interesantes en la
prevencion de patologias relacionadas con la obesidad, DM2 y favoreciendo un
envejecimiento saludable.

A continuacion, se expone de manera breve un resumen de los ensayos realizados y
resultados obtenidos con los distintos extractos de flores comestibles. Adicionalmente,
presentamos una tabla resumen de los resultados in vitro al final del apartado (Tabla 12).

1. Perfil fitoquimico

El contenido fendlico de Tagetes erecta varidé en funcion del método de extraccién
empleado para la obtencidn de los extractos y de la variedad floral (amarillo y naranja)
(Articulos 4 y 5). Los acidos fendlicos mayoritarios en los 4 extractos fueron los acidos
elagico, galico y vanilico, y los flavonoides mayoritarios quercetina e isorhamnetina.
Otros compuestos fenodlicos detectados en menores proporciones fueron kampferol,
acido clorogénico, hiperésido y derivados de quercetina. Respecto a los compuestos
carotenoides y tocoferoles (Articulo 2), hay una tendencia hacia un mayor contenido de
estos compuestos en los extractos obtenidos por Soxhlet, mayoritariamente a y y-
tocoferoles. Destacando la presencia de B-caroteno en mayor concentracion en los
extractos naranjas, mientras que luteina estuvo presente en todos los extractos en
cantidades similares.

Allium cepa mostré un contenido fendlico total de 4,5 mg/g de extracto, siendo el
compuesto mayoritario kaempferol-3-O-glucésido (1,12 + 0,01 mg/g de extracto)
seguido por isorhamnetina-3-0-glucésido (0,93 + 0,01 mg/g de extracto) (Articulo 2).

El perfil fitoquimico de Brassica incana fue estudiado a través de sus compuestos
volatiles, de los cuales un 4,43% fueron terpenos. Detectando en mayor concentracion
el limoneno (2,2%), a-isoforona (0,46%) y eucaliptol (0,41%) (Articulo 1). Ademas, sus
principales polifenoles fueron flavonoides heterdsidos de quercetina, kaempferol e
isorhamnetina.
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Resumen de resultados

2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue realizada comparando los diversos métodos de extraccion
de T. erecta, los extractos de V. x wittrockiana, A. cepa y B. incana también fueron
testados.

2.1 Ensayos in vitro

Las diferentes capacidades antioxidantes de los extractos de flores se pueden observar
en la Figura 28. En la tabla 9 se recogen las ICso obtenidas de diferentes extractos para
los dos ensayos de actividad antioxidante realizados, asi como su capacidad anti-glicante.
Como puede observarse, hay una tendencia por parte de todos los extractos a mostrar
una menor ICsp en el ensayo de la xantina oxidasa que en el de DPPH.

1004 5 1004 5
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, E 4 -3
804 ¥ T g0 i | Ey i T T. naranja Soxhlet '17
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e 80 2 6 i i i
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Figura 28. Inhibicidn de radicales libres mediante dos métodos: (A) DPPH y (B) xantina
oxidasa. Acido gélico sustancia control. (C) Inhibicién no enzimatica de la formacién de
AGEs. Resultados expresados como media + SEM. Se realizaron tres replicados
independientes. AMG: aminoguanidina, sustancia control.

De los extractos de Tagetes, el que mayor potencial antioxidante mostré fue la variedad
naranja extraida por Soxhlet; mientras que, atendiendo a todas las flores comestibles, la
gue mas actividad antioxidante demostré fue V. x wittrockiana. El extracto de A. cepa
fue el que menos actividad presentd a pesar de haberse reportado previamente
propiedades antioxidantes.
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La capacidad anti-glicante de los extractos cual fue testada mediante un ensayo no
enzimatico in vitro (Figura 28C). Todos los extractos de flores comestibles salvo A. cepa
y B. incana obtuvieron valores inferiores a la sustancia de referencia AMG. Los extractos
que mejor respuesta mostraron en este ensayo fueron los de flores amarillas y naranjas
de T. erecta obtenidos por Soxhlet (‘22).

Tabla 9. Potencia antioxidante y anti-glicante de los extractos de T. erecta, V. x
wittrockiana, A. cepa y B. incana. Acido galico y aminoguanidina como controles
positivos.

Xantina Oxidasa

Extractos DPPH (pg/mL AGEs (png/mL

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
T. erecta amarillo

- + +
Soxhlet ‘17 9,12+1,5 77,82 + 6,86
T. erectc: amarillo 26,49+ 1,2 19,9+19 25,29 + 3,25
Soxhlet ‘22
T. erecta amarillo 2534+14 183+17 36,71 + 2,44
UAE
T. erecta naranja

- + +
Soxhlet 17 7,23+1,7 47,19+17,71
I erecta naranja 5 9640,9 15,140,5 29,75 + 4,91
Soxhlet ‘22
T. erecta naranja 2264409 217+138 32,37 3,96
UAE
V. x wittrockiana - 8,25+1,9 73,93 +5,12
A. cepa 471 £ 46 229+ 39 623,66 + 19,4
B. incana - 38,41 +11 191,61 +£10,9
Acido gélico 0,47 + 0,08 0,036 + 0,01 -
Aminoguanidina - - 78,06 £ 6,59

2.2 Ensayos in vivo

La capacidad antioxidante estd ampliamente relacionada con la prevencion de daiio
causado por los radicales libres. Una de las manifestaciones nocivas que produce el
exceso de glucosa en el medio de cultivo en C. elegans es el incremento en la produccién
de radicales libres. Se evalud el impacto que la presencia del exceso de glucosa produce
en el nematodo mediante la produccion de EROS en C. elegans, asi como el efecto que
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produce el tratamiento con el extracto de T. erecta sobre la respuesta al estrés térmico
subletal (352C durante 2 h) en el modelo de gusano obeso (Figura 29).

& & &

120 7 # & &

110 —— NGM

Glucosa 5%

T.amarillo UAE

—*— T.amarillo Soxhlet '22

IR S

Produccion de EROS
(% de control)

90 =
0 10 20 30 40 50 60 70 80 920

Tiempo (min)

Figura 29. Produccién de EROS en C. elegans (cepa SS104) tras la exposicion durante 7
dias a extracto de T. erecta amarillo (TA) extraido por Soxhlet (SOX) y UAE. Extractos
estudiados a concentracidén 250 pug/mL. Los resultados se expresan como media + SEM
(n =70 - 90 gusanos). Se realizaron tres replicados independientes. *p <0,05 Glucosa vs
NGM; #p <0,05 Glucosa vs Soxhlet; &p <0,05, #&p <0,001 Glucosa vs UAE.

Como puede observarse, los gusanos expuestos a un exceso de glucosa en el medio
produjeron mayor cantidad de EROS tras ser sometidos a estrés térmico subletal que
aquellos gusanos no obesos. La exposicidn de los gusanos a los extractos de T. erecta,
independientemente del método de extraccién, redujeron significativamente Ia
produccién de EROS hasta niveles similares a los gusanos no obesos. No hubo diferencias
significativas entre los dos métodos de extraccion. El tratamiento con la sustancia de
referencia orlistat no produjo un descenso significativo en la produccién de EROS en los
gusanos.
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3. Actividad antidiabética y anti-obesidad

La capacidad antidiabética y anti-obesidad de los extractos florales se evalué
inicialmente a través de ensayos in vitro y mas adelante mediante un modelo in vivo.

3.1 Ensayos in vitro

Los extractos de flores comestibles mostraron actividad inhibidora sobre las enzimas
digestivas a-glucosidasa (Figura 30A) y lipasa pancreatica (Figura 30B). En la tabla 8
encontramos las ICso calculadas por regresidn no lineal de los ensayos enzimaticos
relacionados con la diabesidad.

. amarillo Soxhlet '17

100- :
B +— T. naranja Soxhlet '17
i
ﬁ 80 . & T. amarillo Soxhlet '22
§ ’ - T.naranja Soxhlet '22
T:L 60 - t a— T.amarillo UAE
5 ¥ -m— T.naranja UAE
'S 40+ —— V. x wittrockiana
0 o _
‘' 20- 3 1o I A. cepa
£ : i « B.incana
=] I I L
= o — . . , -+ Acarbosa
0.01 0.1 1 10
mg/ml
T. amarillo Soxhlet '17
100+ * +— T naranja Soxhlet '17
a o . I. amarillo Soxhlet '22
© 80 } ¢ /3 3
2 , . i i o T naranja Soxhlet '22
‘g 60+ .{i// —»— T. amarillo UAE
S { ! ,/I = T naranja UAE
% 401 .- ;/ t —— V. x wittrockiana
..//
= I A. cepa
e 20-
B § ;.//i +— B. incana
0- i --s-- QOrlistat
0.001 0.01 0.1 1
mg/ml

Figura 30. Inhibicion de enzimas relacionadas con la obesidad y DM2: a-glucosidasa (A)
y lipasa (B). Resultados expresados como media + SEM. Se realizaron tres replicados
independientes. Acarbosa y orlistat como controles positivos.
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En el ensayo de inhibicidn de la enzima a-glucosidasa los extractos de T. erecta (salvo
Soxhlet ‘22), junto con el de V. x wittrockiana, obtuvieron ICsg inferiores al compuesto
de referencia acarbosa. Siendo también los dos extractos que lograron los mejores
resultados en la inhibicién de la lipasa pancreatica. Mientras tanto, el extracto de A. cepa
mostré actividades intermedias en ambas enzimas, y el extracto de Brassica, no mostro
actividad significativa en ninguna de ellas (Tabla 10).

Tabla 10. Capacidad anti-diabesidad de los extractos de flores comestibles.
a-glucosidasa Lipasa
Extracto
(ng/mL) (ng/mL)

T. erecta amarillo
Soxhlet ‘17

201,83 + 38,89

479,46 + 59,05

T. erecta amarillo
Soxhlet ‘22

391,68 + 34,62

397,06 + 30,07

T. erecta amarillo
UAE

292,23 + 34,34

334,06 + 39,54

T. erecta naranja
Soxhlet ‘17

275,86 + 11,89

473,75 £ 59,96

T. erecta naranja
Soxhlet ‘22

342,54 + 56,62

319,13 + 51,69

T. erecta naranja
UAE

288,74 +19,48

373,56 + 40,81

V. x wittrockiana

288,73 £ 16,06

477,90 £ 83,85

A. cepa 412,1+0,4 677,1 68,4
B. incana 1921 + 321 939+ 131
Control 296,34 + 56,46 2 27,68 +15,31°

Control positivo: a: Acarbosa; b: Orlistat.

3.2 Ensayos in vivo: modelo obeso de C. elegans

3.2.1 Cuantificacidn de lipidos

El efecto de los extractos de flores comestibles de T. erecta, V. x wittrockiana y A. cepa
fueron testados en la cepa wild type (cepa N2) del modelo obeso del nematodo C.
elegans (Figura 31).
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NGM (Control) Glucosa 5% Orlistat 6 pg/mL + Glucosa 5%

¢
7

v

Tagetes amarillo + Glucosa 5 % Tagetes naranja + Glucosa 5 % V. x wittrockiana + Glucosa 5 %

Figura 31. Imagenes de fluorescencia y perfil de gotas lipidicas de C. elegans (cepa N2).
Imagenes tomadas tras exposicion a las diferentes condiciones, tincién con Nile Red y
exposicién a luz ultravioleta. Sélo se muestran imagenes de los extractos a la
concentracion 500 pg/mL. Barra de escala = 120 pum.

La cuantificacidn del contenido lipidico se realizé mediante la medida de la intensidad
de fluorescencia emitida por area del gusano tras la exposicidn durante 48h a los
extractos de T. erecta y V. x wittrockiana a las concentraciones de 125, 250 y 500 pg/mL
(Figura 32). El extracto de A. cepa fue testado Unicamente a la concentracién 250 pg/mL.
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Figura 32. Cuantificacién del contenido lipidico en C. elegans (cepa N2) obeso tras la

exposicidn a diversos extractos de flores comestibles. Control de referencia orlistat. Los

resultados se expresan como media + SEM (n = 80 - 100 gusanos). Se realizaron tres
replicados independientes. ****p <0,0001 vs Glucosa; #p <0,05, ##p <0,0005, ##ip
<0,0001 vs NGM; &&&&p <0,0001 vs Orlistat.

Tabla 11. Reduccién del contenido lipidico expresado en porcentaje (%) obtenido por los
distintos extractos de flores comestibles sobre C. elegans (cepa N2). Control de
referencia orlistat.

Tratamiento

Reduccion del
contenido lipidico

Orlistat 6 pg/mL 100 % *
500 pg/mL 88,65 %
T. erecta amarillo 550 ] 51,28 %
Soxhlet ‘17 ug/m R
125 pg/mL 29,33 %
500 pg/mL 87,27 %
T. erecta naranja 250 pg/mL 50.77 %
Soxhlet ‘17 He/m ! ?
125 pg/mL 26,97 %
500 pg/mL 97,48 %
V. wittrockiana 250 pg/mL 52,87 %
125 pg/mL 23,64 %
A. cepa 250 pg/mL 84,61 %

* Reduccidn de sustancia de referencia orlistat tomada como 100%.

El efecto reductor sobre los depdsitos de grasa de C. elegans de los extractos de flores

fue dependiente de la dosis administrada. Como se muestra en la tabla 11, ambos

extractos de T. erecta, amarillo y naranja, asi como el extracto de V. x wittrockiana a la
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maxima concentracién, 500 pug/mL, lograron reducir los niveles de grasa sin diferencias
significativas con la sustancia anti-obesidad de referencia orlistat, mientras que el
extracto de A. cepa lo logré en la Unica concentracion testada de 250 pg/mL. El resto de
los extractos a la concentracién de 250 pg/mL lograron reducir entre un 50 y 54% los
niveles de grasa en los gusanos obesos, obteniendo niveles similares al grupo control
(NGM); y por ultimo la concentracion mas baja ensayada, 125 pg/mL, produjo una
reduccidn significativa del contenido lipidico en los tres extractos testados (p < 0,0001).

3.2.2 Efecto sobre la ingesta

Para evaluar un posible mecanismo de accidn del efecto anti-obesidad de los extractos
de flores comestibles de T. erecta y V. x wittrockiana, se realiz6 un ensayo de
cuantificacion de la ingesta. Para realizar este ensayo se alimentaron los gusanos con la
bacteria recombinante Escherichia coli, la cual expresa la proteina verde fluorescente
(GFP), y tras 48 horas se cuantificd la intensidad de fluorescencia en los gusanos (Figura
33). La exposicién a un exceso de glucosa en el medio incremento significativamente la
ingesta en C. elegans, incremento que no fue disminuido mediante el tratamiento con la
sustancia referencia orlistat. Sin embargo, los tres extractos de flores comestibles
lograron reducir significativamente esa ingesta hasta niveles similares a los observados
en el gusano no obeso; siendo el extracto de T. erecta amarillo el mas potente.

200 9
* ¥

*
o - @ nem
[* 5 150 = . —
9 [ 5% Glucosa
= #

Orlistat
o - i HitH | rlista
w 1007 T [ 7. amarillo Soxhlet '17
S L [ T.naranja Soxhlet '17
v
:Jo 50 - B v. xwittrockiana
c
0

+5% Glucosa

Figura 33. Fluorescencia de C. elegans (cepa N2) tras exposicion a las diferentes
condiciones y ser alimentados por E. coli-GFP durante 48 horas. Extractos expuestos a
concentracion 500 pg/mL. Control de referencia orlistat. Los resultados se expresan
como media + SEM (n = 30 - 40 gusanos). Se realizaron tres replicados independientes.
*p <0,05, **0,001 vs NGM; #p <0,05, ##p <0,0005, ##* p < 0,0001 vs Glucosa.

Para reforzar los hallazgos sobre el mecanismo de accion, se realizd una cuantificacion
del bombeo de faringe de C. elegans. En la figura 34 se muestra el efecto de los extractos
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de flores comestibles sobre la capacidad contractil de la faringe de C. elegans tras
exposicion a los extractos durante 48 h. Como puede verse la exposicién de los
nematodos obesos a los extractos de flores de T. erecta y V. wittrockiana redujeron de
manera significativa la frecuencia de bombeo de su faringe. Sin embargo, este efecto no
se observd con la exposicion de los gusanos al farmaco orlistat.

90 7
NGM

* % %

Glucosa 5%

i

Orlistat + 5% G
60 -

T.amarillo Soxhlet '17

T.naranja Soxhlet '17

—H
BOCNR0O0

30 - V. x wittrockiana

Bombeo de la faringe en 30 s

+5% Glucosa

Figura 34. Numero de bombeos promedio de la faringe de C. elegans (cepa N2) durante
30 segundos. Extractos de flores expuestos a concentracion 500 pg/mL durante 48 h. Los
resultados se expresan como media + SEM (n = 50 - 70 gusanos). Control de referencia
orlistat. Se realizaron tres replicados independientes. ***p <0,001 vs NGM.
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4. Actividad antihipertensiva

4.1 Ensayos ex vivo: miografia

El efecto antihipertensivo fue testado ex vivo mediante estudios de miografia en musculo
liso de aorta de rata en un bafio de dérganos. Para estos ensayos se emplearon los
extractos de T. erecta obtenidos mediante UAE, ya que su contenido en polifenoles fue
superior a los obtenidos mediante el método Soxhlet.

4.1.1 Efecto vasorrelajante frente a agentes contractiles

Para estudiar el papel antihipertensivo se evalud primero si los extractos presentaban
actividad relajante. Para ello los extractos de T. erecta fueron testados sobre anillos
adrticos con endotelio intacto, previamente pre-contraidos con dos agentes contractiles,
la fenilefrina (PE) y el KCI.

El menor efecto relajante encontrado en los anillos pre-contraidos con KCl comparado
con la PE podria indicar que la actividad vasorrelajante podria estar relacionada con la
apertura de canales de potasio.

4.1.2 Implicacion del endotelio en la vasorrelajacion

Se estudié el papel que juega el tejido endotelial en la relajaciéon producida por los
extractos de T. erecta. Para ello se evalud la capacidad de los extractos para producir
relajacién en anillos de aorta sin endotelio eliminado de manera fisica y quimica.

La incubacién de los anillos con endotelio intacto con L-NAME (un inhibidor no selectivo
de la oxido nitrico sintasa) y ODQ (inhibidor de la guanilil ciclasa) redujeron
significativamente la respuesta de los extractos de T. erecta a bajas concentraciones (0,1
—0,5mg/mL), sin embargo, no tuvieron efecto sobre las dosis elevadas. Este mismo efeto
fue observado en los anillos sin endotelio.

En conjunto, los resultados sugieren que el efecto vasorrelajante de T. erecta parece
depender, aunque no exclusivamente, a través de la via NO/cGMP.

4.1.3 Efecto de los extractos sobre la contraccion generada por Ag

La angiotensina Il (Ag Il) es una de las moléculas involucradas en la vasoconstriccion mas
importantes, y es por ello por lo que la inhibicidn de su sintesis o bloqueo de sus
receptores suponen uno de los pilares del tratamiento farmacoldgico antihipertensivo.

Como muestra la figura 35, la incubacion previa de los anillos adrticos intactos con los
extractos de Tagetes bloquearon la capacidad contractil de la Ag Il de manera dosis
dependiente. Siendo el efecto del extracto a 0,3 mg/mL similar al efecto producido por
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el verapamilo (antagonista canales de calcio voltaje dependiente), y la dosis de 1 mg/mL
mas potente que el efecto producido por este farmaco hipotensor.

A) B)
1.09 -o- Control 1.07 -O- Control
-+ T.amarillo UAE 0,3 mg/mL - T.naranja UAE 0,3 mg/mL
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Figura 35. Efecto de los extractos de T. erecta amarillo (A) y naranja (B) sobre la tensién
producida por diferentes concentraciones de angiotensina Il (Ag-1l, 10° - 10® M) en
anillos de aorta intactos. Verapamilo (V) como sustancia control. Los resultados se
expresan como media = SEM (n = 6-8). *p <0,05 y **p <0,01 y ***p <0,001 vs. control
(disolvente solo).

4.1.4 Papel del Ca?* en el efecto relajante

Para comprender el papel del calcio en el efecto vasorrelajante producido por los
extractos de T. erecta se evalud tanto el efecto del calcio extracelular como intracelular.

Los anillos de aorta se incubaron en un medio libre de calcio. El estudio del calcio
extracelular se llevé a cabo mediante una curva creciente de CaCl, en anillos pre-
incubados previamente con diferentes concentraciones de extracto. Mientras que el
papel del calcio intracelular se realizé por el estudio de la capacidad contractil de los
anillos a la fenilefrina.

Los resultados obtenidos podrian indicar que los extractos bloquean la entrada de calcio
desde el medio extracelular y que podria estar implicada la via de sefializacién IP3 en la
respuesta vasorrelajante al impedir la liberacion de Ca?* desde el reticulo
sarcoplasmatico.

4.1.5 Implicacién de los canales de K™ en la vasorrelajacion

Se estudiaron diferentes agentes bloqueadores de canales de potasio para evaluar el
papel de estos canales en la respuesta relajante de los extractos de T. erecta. Se
emplearon agentes como apamina, TRAM-34 e iberotoxina, inhibidores selectivos de
canales de K*activados por Ca?* de pequefia (SKca), media (IKca) y elevada conductancia
(BKca) respectivamente; glibenclamida un inhibidor de canales de K* dependientes de
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ATP (Karp), cloruro de bario un inhibidor del canal de potasio rectificador anémalo (Kig),
y 4-aminopiridina un inhibidor de canales de K* dependientes de voltaje (Kv).

Como se observa en la figura 36, la respuesta vasorrelajante de ambos extractos se
redujo, pero no significativamente, tras la incubacion de los anillos con apamina y TRAM-
34 en comparacién con el control en las tres dosis ensayadas, 0,3, 1 y 2 mg/mL. Sin
embargo, el efecto relajante de los extractos fue inhibido significativamente por la
iberotoxina, glibenclamida, BaCl, y apamina, de manera dosis dependiente.

Estos resultados sugieren que el efecto vasorrelajante de T. erecta estd mediado
principalmente por los canales de potasio localizados en el musculo liso: BKca, Kare, Kir ¥
Kv, y en menor medida por los canales de potasio endoteliales SKca and IKca.
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Figura 36. Efecto de la pre-incubacion con apamina (AP, 10 M), TRAM-34 (10° M), IbTX
(3-10% M), Glibenclamida (Glib, 10> M), BaCl; (3-10"> M) y 4-aminopiridina (4-AP, 10" M)
de anillos intactos de aorta pre-contraidos con PE 10°® M, sobre la respuesta vaso-
relajante de los extractos de T. erecta A) amarillo y B) naranja (0,3, 1y 2 mg/mL). Los
resultados se expresan como media + SEM (n =6 - 8). *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001
vs. control (extracto solo).
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5. Actividad antienvejecimiento

5.1 Ensayos in vivo:

5.1.1 Cuantificacién de lipofuscina

El pigmento fluorescente lipofuscina se acumula en las células de los organismos a lo
largo de su vida, por lo que puede emplearse como un biomarcador del envejecimiento.

Como se ha ido observando en esta tesis, el exceso de glucosa produce efectos nocivos
sobre el gusano C. elegans que se manifiestan de diversas formas, una de ellas es la
acumulacién del pigmento lipofuscina. Como se observa en la figura 37, en el modelo de
gusano obeso se observé como la incubacién solo con glucosa produjo la mayor
acumulacién de lipofuscina, asi como el mayor aumento en su acimulo entre los dias 7
y 10. Mientras que el tratamiento de los gusanos del modelo obeso con extracto de V. x
wittrockiana redujo la acumulacion del pigmento fluorescente a niveles similares a los
observados en gusanos no obesos (NGM). La sustancia de referencia orlistat no fue
capaz de revertir el efecto de la glucosa a la situacion control a pesar de reducir la
acumulacién de lipofuscina.

Estos datos sugieren que los gusanos obesos tratados con el extracto de la flor tendrdn
un envejecimiento mas saludable que los gusanos no tratados, asemejandose al
comportamiento al de los C. elegans no obesos.
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Figura 37. Imagenes del pigmento fluorescente lipofuscina (A) y su cuantificacién en C.
elegans (cepa SS104) tras la exposicién a diferentes condiciones a los dias 7 y 10 de vida
(B). Extractos de V. x wittrockiana expuesto a concentracion 500 ug/mL. Los resultados
se expresan como media + SEM (n = 30 - 40 gusanos). Se realizaron tres replicados
independientes. *p <0,05; #p <0,05 vs Glucosa 7; ¥&p <0,01, ¥4&p <0,005 vs Glucosa 10.

5.1.2 Efecto sobre el ciclo de vida y crecimiento del gusano

Otra manifestacidn de la toxicidad mostrada en el nematodo C. elegans por la exposicidon
a elevadas concentraciones de glucosa de manera crdnica, es el detenimiento en su
crecimiento y la alteracién en su capacidad reproductiva.

Como puede observarse en la figura 38, los nematodos expuestos a elevadas
concentraciones de glucosa en el medio retrasan su crecimiento y alcanzan tallas
menores. La exposicion a los distintos extractos de flores comestibles redujo
drasticamente los efectos negativos producidos por la presencia de glucosa en el medio
de manera dosis dependiente. La concentracidn mds elevada de los extractos de T.
erecta amarillo, naranja y V. x wittrockiana ensayados lograron aumentar el tamafo de
los gusanos en un 14,77%, 12,13% y 16,85% respectivamente.

Ademas, la exposicion del gusano obeso a 500 pg/mL de extracto de Viola incrementd
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el nimero de larvas depositadas y su viabilidad, al incrementar de forma significativa el
porcentaje de eclosién de 39,36 a 77,17%.
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Figura 38. Longitud C. elegans (cepa N2) en um tras la exposicion a diferentes
condiciones durante 48h. Resultados expresados como media £ SEM. (n = 80 - 100
gusanos). Tres replicados independientes fueron realizados. ****p <0,0001 vs NGM; #p
<0,05, #p <0,001, ##p <0,0005, ##p <0,0001 vs Glucosa; ¥&p <0,001, ¥&&p <0,0005;

&&8&&p <0,0001 vs Orlistat.
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Tabla 12. Resumen de resultados de los ensayos in vitro.

Extracto a-glucosidasa Lipasa AGEs DPPH Xantina Oxidasa
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
T. erecta amarillo Soxhlet 17 201,83 £ 38,89 479,46 + 59,05 77,82 £ 6,86 - 9,12+1,5
T. erecta amarillo Soxhlet ‘22 391,68 + 34,62 397,06 = 30,07 25,29+ 3,25 26,49+1,2 19,9+1,9
T. erecta amarillo UAE 292,23 + 34,34 334,06 + 39,54 36,71+2,44 25,34+1,4 18,3+1,7
T. erecta naranja Soxhlet ‘17 275,86 + 11,89 473,75 + 59,96 47,19+17,71 - 7,23+1,7
T. erecta naranja Soxhlet ‘22 342,54 + 56,62 319,13 £51,69 29,75+4,91 17,96 £0,9 15,1+0,5
T. erecta naranja UAE 288,74 £ 19,48 373,56 +40,81 32,37 £3,96 22,64 +£0,9 21,7+1,8
V. x wittrockiana 288,73 + 16,06 477,90 + 83,85 73,93 £5,12 - 8,25+1,9
A. cepa 412,1+0,4 677,1+68,4 623,66 + 19,4 471 + 46 229+ 39
B. incana 1921 + 321 939+ 131 191,61 £10,9 - 38,41 +11
Controles 296,34 + 56,46 @ 27,68 +15,31° 78,06 +£6,59 ¢ 0,47 £0,08 ¢ 0,036 +0,01¢

Sustancias control empleadas: A: acarbosa, b: Orlistat, c: aminoguanidina, d: acido gdlico
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Discusion general

El incremento de la esperanza de vida durante las ultimas décadas, sumado con la
creciente incidencia de patologias cardiovasculares como la DM2 y obesidad han puesto
en entredicho el alcanzar una edad avanzada con una buena calidad de vida. La medicina
preventiva se teoriza como la base para evitar el desarrollo de multitud de patologias no
transmisibles, siendo la dieta su pilar central.

Las flores comestibles suponen una interesante fuente de fitoquimicos, entre los que
podemos destacar los polifenoles, cuyas propiedades bioactivas han demostrado ser
muy variadas y utiles.

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han estudiado las composiciones fitoquimicas
y propiedades bioactivas in vitro, in vivo y ex vivo de extractos de las flores comestibles
Tagetes erecta L., Viola x wittrockiana Gams, Allium cepa L. y Brassica incana Ten.

El consumo de vegetales ricos en polifenoles ha demostrado ser efectivo en la
prevencion y mejora de condiciones tan diversas como diabetes, cdncer, osteoporosis,
enfermedades neurodegenerativas o enfermedades cardiovasculares . Las flores son
una fuente de fitoquimicos diferentes al resto de estructuras de las plantas debido a su
coloracién y diferencia de funciones. Esta variedad de fitoquimicos no solo confiere a las
flores sus atractivos colores y aromas, sino que también las convierte en candidatas
prometedoras para aplicaciones en salud y nutricién. Las cuatro especies de flores
analizadas mostraron elevado contenido polifendlico y variedad de compuestos.

El contenido total de polifenoles en los extractos de T. erecta fueron 10,51 mg/g extracto
amarillo y 8,11 mg/g extracto naranja 2 Los compuestos detectados en las dos
variedades de Tagetes (amarillo y naranja) fueron los flavonoides quercetina, hiperésido
e isoquercetina, y los acidos fendlicos acido eldgico y acido vanilico. También destacable
la presencia de la antocianina delfinidina-3,5-diglucdsido. La deteccién de estos
compuestos va en concordancia con estudios fitoquimicos previos de T. erecta **. En lo
referente al contenido en carotenoides y tocoferoles, las diferencias entre las dos
variedades se deben principalmente a que estos compuestos ejercen su funcién como
pigmento, especialmente el B-caroteno °.

En el extracto de V. x wittrockiana el contenido polifendlico total fueron 69,05 mg/g
extracto. Los componentes mayoritarios detectados en el extracto de Viola fueron
quercetina-3-0-(6-0-rhamnosilglucdsido)-7-O-rhamndsido, miricetina-3-0-(6-0-
rhamnosilglucésido)-7-O-rhamndsido y quercetina-3-O-rutinésido . Una antocianina
derivada de la petunidina también fue detectada y cuantificada, compuesto relacionado
con la pigmentacién de la flor. En general, la composicién fitoquimica obtenida fue en
concentraciones mayores que en estudios previos 72,

Los flavonoides mayoritarios detectados en el extracto de flor de cebolla, A. cepa, fueron
glucésidos de kaempferol (kaempferol-O-dihexdsido y kaempferol-3-O-glucdsido) y
derivados de isorhamnetina como el isoramnetina-3-O-glucésido mostrando un
contenido fendlico total de 4,50 mg/g de extracto °.
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En el caso de B. incana el contenido total de polifenoles se cuantificé en 27,98 mg
equivalentes de acido galico/ g extracto, siendo los compuestos mayoritarios flavonoides
derivados de quercetina, kaempferol e isorhamnetina. Los compuestos detectados estan
muy presentes en diferentes especies de Brassica %2,

Los niveles elevados de glucosa en sangre mantenidos de manera crénica en el tiempo
producen numerosos efectos nocivos y toxicos sobre el organismo como las
complicaciones micro y macrovasculares. El control de estos niveles de glucemia se
puede realizar a través de diversos mecanismos de accion, uno de los mas sencillos es
modulando la absorcidon de la ingesta. La inhibicién de las enzimas digestivas a-
glucosidasa y lipasa, siguen siendo fundamentales en la busqueda de nuevos
tratamientos en el control de patologias como la obesidad y DM2, ya que permiten la
modulacion de la absorcidn de glucosa y lipidos '*'“. Los mecanismos de accién de estas
enzimas se muestran en la Figura 45.

A Oligosacéridos B Oligosacaridos C D
. Polisacdridos .Pohsaca’ridcs Triglicéridos Triglicéridos
~ —
"=~ Microvellosidades =™ Mucosa duodenal LI Inhibicion
intestino delgado 1 Inhibicion irreversible
competitiva
—
T ; E Lipasa Lipasa
a-glucosidasa a-glucosidasa pancreética pancretica
"o o0 :
. ®e Absorcion .. L | Absorcién Absorcion ) |Absorcion
.
Monosacéridos | Monosacaridos -
Acidos grasos l
1Glucosa

postprandial Eliminacion

Figura 39. Mecanismo de accién de las sustancias inhibidoras de las enzimas digestivas
a-glucosidasa (A y B) y lipasa (C y D). A) Rotura de polisacéaridos y oligosacaridos en el
intestino delgado en monosacaridos por la enzima, permitiendo su facil absorcion. B)
Una sustancia ejerce inhibicién competitiva sobre la a-glucosidasa impidiendo la
correcta digestidn de los oligosacaridos y polisacdridos, resultado en menor absorcién
de monosacaridos y en reduccidn de los niveles de glucosa postprandial. C) Digestion de
los triglicéridos en acidos grasos simples por la lipasa pancreatica para su absorcidn en
la mucosa duodenal. D) Inhibicidn irreversible de la enzima lipasa pancredtica que
impide la digestion de los triglicéridos y reduce su absorcion, resultando en su
eliminacidn por heces. Adaptado de: Arungarinathan, McKay & Fisher (2011); Chan et al
(2021).

Las intervenciones nutricionales son la clave para el éxito en el tratamiento y prevencién
de DM2 y obesidad, ya que una pérdida moderada de peso ha demostrado mejorar la
presion arterial, niveles glucémicos, resistencia a la insulina y la dislipemia . La ingesta
de alimentos ricos en moléculas bioactivas puede enmarcarse en la medicina preventiva
como estrategia sanitaria; diversos autores han expresado que la ingesta de productos
naturales con elevado contenido polifendlico puede jugar un papel beneficioso en la
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prevencion y mejora de patologias relacionadas con el estilo de vida como obesidad y
diabetes '8, o bien, relacionadas con el envejecimiento '**'. La busqueda de nuevos
tratamientos y terapias individualizadas se estdn basando en el estudio de moléculas de
origen vegetal y natural debido a su amplitud de bioactividades ?2. Polifenoles como
hiperésido, quercetina, isoquercetina y rutina, muy presentes en los diferentes
extractos, han demostrado ser buenos inhibidores de la enzima digestiva a-glucosidasa
23-26 y otros como el acido eldgico han mostrado actividad antidiabética ¥. En este
contexto, el potencial antidiabético y anti-obesidad no habia sido estudiado previamente
en las flores comestibles de V. x wittrockiana, A. cepa y B. incana; mientras que las flores
de T. erecta habian mostrado capacidad inhibitoria frente la enzima a-glucosidasa, pero
nunca frente a lipasa pancreatica.

Los extractos de T. erecta mostraron las mejores respuestas en la inhibicion de la enzima
a-glucosidasa, obteniendo valores de ICso inferiores a estudios previos; siendo ademas
la primera ver que un extracto de flor de T. erecta muestra inhibicidn de la enzima lipasa
% Qtras especies de Viola, asi como compuestos extraidos de las mismas, han mostrado
actividad antidiabética, bien inhibiendo a-glucosidasa **°, o mostrando efecto anti-
obesidad *-32, Es por ello por lo que los resultados obtenidos por V. x wittrockiana en
los ensayos de inhibicion de las enzimas digestivas resultan coherentes con los
resultados obtenidos por otros autores. Allium cepa, segiun manifiesta la EMA *,
raramente se ha utilizado en la medicina tradicional como antidiabético, pero existen
informes previos sobre su capacidad hipoglucémica e hipolipemiante. Extractos de hojas
% piel *® y pulpa ¥ han mostrado actividad inhibiendo a-glucosidasa, siendo esta tesis la
primera vez que se testaba el extracto de flor en ambas enzimas, antidiabéticas y anti-
obesidad. En cuanto a Brassica incana, fue la primera vez que estas bioactividades
fueron reportadas, a pesar de que su potencial inhibitorio no resulté muy elevado en los
ensayos antidiabéticos y anti-obesidad in vitro.

La reduccién de los niveles de glucosa en sangre favorece la prevencién en la formacién
de AGEs ®¢, moléculas muy relacionadas con la formacién de EROS y el endurecimiento y
la pérdida de funcién de tejidos endoteliales como vasos sanguineos y miocardio * entre
otros dafios (Figura 46). La inhibicién en la formacion de AGEs fue estudiada por primera
vez en las cuatro flores comestibles, siendo por orden de bioactividad T. erecta naranja,
V. x wittrockiana, T. erecta amarillo, B. incana y A. cepa. Todos los extractos salvo Allium
y Brassica obtuvieron un ICsq inferior a la sustancia de referencia AMG demostrando
elevada capacidad antiglicante. Los valores de ICso de A. cepa y B. incana fueron las mas
elevados, pero destacables de cualquier modo.
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Figura 40. Variedad de dafos fisioldgicos producidos por las AGEs en el organismo.
Adaptado de: Chawla & Kumar Tripathi (2019); Lui et al (2022).

La produccidon de EROS esta relacionada con los elevados niveles de AGEs *°, por ello
cabia esperar que las flores A. cepa y B. incana fueran también las que menos capacidad
antioxidante presentasen. El elevado contenido en compuestos bioactivos,
principalmente polifenoles, estd muy relacionado con la capacidad antioxidante de las
flores comestibles. De los extractos testados, V. x wittrockiana mostré el mayor
potencial antioxidante, seguido por ambos extractos de Tagetes. Polifenoles como el
hiperésido poseen una notable capacidad antiglicante, ayudando a prevenir la
formacion de AGEs, compuestos implicados en el envejecimiento y diversas patologias
cronicas 2*442, Ademas, tanto el hiperdsido como quercetina, acido vanilico y acido
elagico poseen potentes propiedades antioxidantes, actuando como neutralizadores de
EROS y protegiendo a las células del dafo oxidativo 2344, Estos polifenoles presentan
asimismo un destacado efecto antiinflamatorio, inhibiendo mediadores
proinflamatorios, lo que contribuye a reducir el riesgo de enfermedades asociadas a la
inflamacién crénica como DM2 y ECV.

El papel de la glucosa en el organismo es esencial, ya que es la fuente de energia principal
para los musculos y cerebro, por lo que su ingesta y consumo son necesarios en la
correcta medida. El exceso de glucosa en el organismo es una de las principales causas
de las complicaciones asociadas a multitud de patologias (DM2, retinopatia, nefropatia,
obesidad) como se ha expresado anteriormente, ademas de generar toxicidad *.
Caenorhabditis elegans es uno de los modelos de investigacidn in vivo mads interesantes
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y cientificamente consolidados, siendo un buen modelo para el estudio de la obesidad,
su prevencioén y su tratamiento “¢. Para poder estudiar los efectos de los extractos de
flores comestibles sobre el manejo de la obesidad, se generé un modelo de investigacion
in vivo con el nematodo C. elegans al exponerlo a un 5% de glucosa en el medio.
Denominamos a este modelo gusano obeso debido a que la exposicidn a este exceso de
glucosa induce numerosas modificaciones en la fisiologia del nematodo. La principal y
mas visible es el incremento en la acumulacion de lipidos “5, asi como un atraso en su
desarrollo y crecimiento “’*°. También se induce la formacién de EROS, relacionada con
los AGEs *°, y dafios funcionales como la apoptosis y disfuncién mitocondrial #’*'. Como
resultado, el exceso de glucosa reduce la esperanza de vida de C. elegans "-°°.

La exposicion del gusano obeso a los extractos de flores de Tagetes y Viola produjo una
reduccion en el contenido graso de manera dosis-dependiente comparado con el control
obeso (sélo glucosa). La concentracidon mas elevada testada, 500 pg/mL, produjo una
reduccion sin diferencias significativas a la sustancia de referencia orlistat. La
concentracion intermedia, 250 pg/mL, redujo los niveles de grasa en el modelo obeso
hasta valores de C. elegans no obeso en todos los extractos testados, incluido A. cepa. Y,
por ultimo, la concentracion mas baja de los extractos de Tagetes y Viola disminuyé los
niveles de grasa significativamente comparado con el control obeso.

El potencial anti-obesidad de estos extractos puede deberse en parte a su composicion
rica en polifenoles, ya que existen precedentes de compuestos fendlicos con capacidad
de reducir los niveles de grasa almacenados en C. elegans 5>%. Algunos de los
mecanismos de accion por los que los compuestos fendlicos ejercen estas actividades
sobre los niveles de grasa son mediante el incremento de la lipdlisis *2, inhibicién de la
lipogénesis ° u otros *-%°,

La quercetina, presente en todos los extractos de flores comestibles, ha mostrado
actividad neuro-protectora, e incremento de la esperanza de vida en C. elegans 2%, Este
flavonol ha demostrado proteccion frente a toxicidad e inflamacidon producidas por
exceso de glucosa ¢, Ademads, la quercetina ejerce actividad antidiabética e
hipolipemiante %4, Otros derivados de la quercetina también han logrado reducir los
niveles de grasa in vivo en modelos de C. elegans y raton 22586, Ademas, flavonoides
como la isorhamnetina son capaces de reducir los niveles de grasa a través de la via del
nhr-49 incrementando la oxidacion de B-acidos grasos ®, o inducir la lipdlisis en C.
elegans a través de la via central de la serotonina (1I1S) como la luteolina ¢. Kaempferol,
miricetina y sus flavonoides derivados también demostraron reduccién de la grasa y

capacidad de proteccidn frente al exceso de glucosa para evitar el desarrollo de obesidad
52,55,68-70

Un mecanismo de accién diferente por el que polifenoles también han demostrado
disminuir los niveles de grasa es mediante la reduccion en la ingesta, como realiza el
diterpeno kahweol ®. Para testar este mecanismo de accidn en los extractos de flores,
se estudid su efecto sobre la ingesta de E. coli empleando bacterias macadas con GFP
fluorescente. E. coli es el alimento base de C. elegans, y debido a su transparencia es
sencillo cuantificar la cantidad de bacterias ingeridas mediante fluorimetria al emplear

231



Bioactive properties of edible flowers with potential in the prevention and management of metabolic diseases and healthy ageing

una bacteria con GFP. En el modelo obeso, el exceso de glucosa produjo un incremento
significativo en la ingesta “®. Tanto los extractos de Tagetes como el de Viola redujeron
significativamente la ingesta de bacterias hasta niveles similares al gusano no obeso,
reduccion que el farmaco de referencia orlistat no fue capaz de producir, ya que su
mecanismo de accién es mediante la inhibicion de las enzimas lipasa pancreatica """"? y
colesterol esterasa ’®. Una via relacionada con el control de la ingesta es la via de la
serotonina 74, cuya modulacién a través del gen daf-16 puede producir cambios en la
alimentacién del nematodo 7*75. Vinculado con la ingesta encontramos también Ia
velocidad de bombeo de la faringe de C. elegans. Se ha considerado la faringe de C.
elegans como un homoélogo del corazén de los vertebrados debido a su bombeo
constante esencial para la vida del organismo y al circuito encargado de su control 7.
Tanto el corazén como la faringe poseen canales de potasio y calcio dependientes de
voltaje. Este 6rgano se ha considerado como modelo del bombeo cardiaco debido a su
contraccién ritmica y posibilidad de introduccidon de mutaciones para generar arritmias
879 Por lo tanto, si la exposicidon a los extractos de flores comestibles induce alguna
modificacion en la velocidad de contraccién de la faringe, se podria teorizar la capacidad
antihipertensiva de estos extractos. La exposicién de exceso de glucosa en el modelo
obeso no incrementd ni disminuyd significativamente el bombeo de la faringe
comparado con el modelo no obeso, al igual que el tratamiento con la sustancia de
referencia orlistat, la cual no produjo modificaciones en el gusano obeso. Sin embargo,
ambos extractos de Tagetes y Viola produjeron una reduccidon en la cantidad de
bombeos tras la exposicidn a la concentracion de 500 pg/mL, siendo T. erecta naranja el
gue mayor descenso logré. Esta capacidad, ademas de corroborar la reduccion en la
ingesta observada, sugiere el poder antihipertensivo de los extractos de flores
comestibles. Para testar esta capacidad antihipertensiva mas extensamente se realizaron
ensayos ex vivo de miografia con aorta de rata.

El potencial antioxidante y antienvejecimiento de las flores de Tagetes habia sido
estudiado previamente 884, Extractos obtenidos mediante soxhlet demostraron ejercer
un efecto protector en C. elegans sobre el estrés oxidativo subletal ®, resultados en
concordancia con la reduccion en produccion de EROS demostrada durante los estudios
con los diversos extractos de T. erecta.

La capacidad antioxidante de V. x wittrockiana y el efecto protector sobre estrés
oxidativo subletal habian sido estudiados con anterioridad ¢ pero los efectos
beneficiosos sobre la salud y antienvejecimiento del extracto de flores de Viola fueron
demostrados por primera vez in vivo durante el curso de esta tesis doctoral. El
tratamiento de C. elegans obeso con el extracto de V. x wittrockiana indujo mejoras en
la calidad de vida cuantificables en el pigmento fluorescente lipofuscina y la progenie
del nematodo. La lipofuscina es un pigmento que se acumula de manera natural en el
organismo y sirve como biomarcador del envejecimiento ¥. Conforme C. elegans
envejece, la auto fluorescencia del nematodo se incrementa debido a la acumulacién de
este pigmento. En el modelo obeso con exceso de glucosa, el incremento de lipofuscina
entre los dias 7 y 10 fue superior al gusano no obeso. La presencia del extracto de Viola
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se tradujo en una limitacién de ese incremento de fluorescencia siguiendo el
comportamiento del C. elegans no obeso. En lo referente a la progenie, la exposicién a
niveles elevados de glucosa redujo significativamente la capacidad de puesta de huevos
y la viabilidad de estos. El extracto de V. x wittrockiana revertié ese efecto toéxico
mejorando la viabilidad de los huevos y su eclosién del 39,36 al 77,17%. El polifenol
miricetina, presente en el extracto de V. x wittrockiana, demostré incremento en la
esperanza de vida y en la reduccién en la acumulacién de lipofuscina modulando el gen
daf-16 °.

Otro efecto nocivo del exceso de glucosa fue la considerable reduccion en el tamafio de
los individuos de C. elegans ®. Estas capacidades de prevencion del dafio por EROS, y
mejora en la calidad de vida producidas por los extractos de Tagetes y Viola se muestran
ademas en el efecto que produjeron sobre el tamafio y longitud de C. elegans obeso. El
tratamiento con los extractos de flores comestibles logré revertir parcialmente esa
reduccién en una manera dosis-dependiente. Previos estudios con productos naturales
y moléculas como el hiperésido han demostrado la capacidad de proteger al nematodo
C. elegans frente a la toxicidad causada por el exceso de glucosa ®2¢, el acido fendlico
elagico incrementé la esperanza de vida de C. elegans ®, al igual que la flavona
apigenina, que ademas previno la formacion de AGEs °°°'.

El perfil bioactivo global de T. erecta fue el mas interesante debido a su capacidad de
reduccién en el bombeo de la faringe de C. elegans, reduccién en la produccion de AGEs
junto con estudios previos de capacidad antinflamatoria y antioxidante 8°2%; es por ello
por lo que T. erecta se considerd un buen candidato para el testado de capacidades
antihipertensivas. La vasodilatacion es uno de los tres grupos de actuacion principales
para el tratamiento de la HTA, es por ello por lo que mediante el estudio de miografia se
puede evaluar la capacidad vasorrelajante de estos extractos, asi como intentar dilucidar
el mecanismo de accién por el cual pueden ejercerla. Los ensayos de miografia
demostraron la capacidad vasodilatadora de T. erecta al lograr relajar las contracciones
provocadas por agentes contractiles como fenilefrina o cloruro de potasio (KCl).

Como se menciond anteriormente, los compuestos fendlicos son capaces de ejercer una
notable actividad antioxidante al reducir la produccidon de EROS. Diversos estudios han
demostrado el potencial protector cardiovascular de estos polifenoles gracias a sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antihipertensivas y anti-proliferativas °+°°.
La disfuncion endotelial, que consiste en la pérdida de la capacidad del tejido endotelial
para regular el tono vascular a través de la liberacién de factores vasodilatadores, es uno
de los marcadores clave del deterioro cardiovascular. Esta disfuncion surge de diversidad
de mecanismos como la activacion de PKC o la glicacidon de proteinas, en numerosas
ocasiones inducidos por el exceso de glucosa presente en las patologias relacionadas con
la diabesidad. En este contexto, los extractos de T. erecta mostraron una capacidad
significativa para relajar los anillos de aorta pre-contraidos con fenilefrina, tanto en
presencia como ausencia del endotelio. No obstante, dicha actividad fue parcialmente
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reducida a dosis bajas en los anillos sin endotelio, alcanzando el mismo porcentaje de
relajacidn a dosis altas tanto en presencia como en ausencia de endotelio. Del mismo
modo, la actividad vasorrelajante de los extractos, a dosis bajas, fue reducida en
presencia de L-NAME (inhibidor de la sintesis de NO) y ODQ (inhibidor de la guanilato
ciclasa), pero no por indometacina. Estos datos indicarian que la relajacion vascular
producida por los extractos estd parcialmente mediada por la via NO/cGMP/PKG °®. Este
hallazgo es interesante para el tratamiento de patologias con disfuncion endotelial como
la HTA, donde la biodisponibilidad del NO se reduce y/o se alteran sus funciones
celulares.

La angiotensina Il es una hormona vasoconstrictora clave en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, que desempefia un papel crucial en la regulacion de la
presion arterial al incrementar el calcio citosdlico. Ese efecto fue atenuado por T. erecta,
indicando que su mecanismo de accidon podria implicar la inhibicién del calcio
intracelular o la apertura de canales de potasio. Dado que la homeostasis del calcio es
crucial para la regulacion del tono vascular, esta interaccidén explica su potencial para
intervenir en patologias como la HTA 7.

El pretratamiento con extracto de T. erecta redujo significativamente la vasoconstriccién
inducida por la entrada de Ca?* extracelular a través de la adicién de CaCl, en un medio
libre de Ca®* y rico en potasio. Este efecto espasmolitico, aunque més leve que el
producido por verapamilo, sugiere una acciéon sobre los canales de calcio tipo L
dependientes de voltaje 8. Estos resultados son consistentes con estudios previos en T.
lucida, donde se observé un mecanismo de accién similar a través del bloqueo de dichos
canales °6. Ademas, los extractos de T. erecta inhibieron la contraccion producida por
fenilefrina en un medio libre de Ca?*. Este agente al unirse a los receptores adrenérgicos
a-1 en el musculo liso vascular, desencadena un incremento en el calcio citosodlico al
liberar el calcio del reticulo sarcoplasmico debido al aumento de IP3 y al aumento del
influjo de Ca?* extracelular. Por lo tanto, estos resultados implicarian que T. erecta inhibe
la liberacién de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico a través de la via de sefializacion
del IPs.

A parte de la disminucion del calcio citosdlico, la activacion de los canales de K* también
es crucial para la vasodilatacidn, al inducir hiperpolarizacidn y dilatar asi la vasculatura.
La relajacién obtenida por el extracto fue menor en los anillos pre-contraidos con KCl
gue con fenilefrina. Estos resultados sugieren que la vasodilatacién del extracto de T.
erecta estaria asociada a la activacion del canal de K*.

Los resultados del estudio del papel de los canales de potasio en la respuesta relajante
de los extractos revelan la implicacién de la apertura de al menos cuatro canales de
potasio ubicados en la membrana de las células del musculo liso arterial: BKca, Katp, Kir Yy
Kv. Mientras que los canales IKca ¥y SKca, que se encuentran en las células endoteliales
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vasculares, no presentaron un papel significativo en la vasorrelajacion de los extractos.
De nuevo estos resultados refuerzan la teoria de que el principal efecto vasorrelajante
de T erecta es independiente del endotelio. La inhibicidén de la relajacion inducida por
los extractos mediante el bloqueador de la PKA (H-89) sugiere que el incremento de PKA
intracelular podria mediar la apertura de canales de potasio (Kca, Kare, Kir y Kv),
resultando en la hiperpolarizacién de la membrana y el consecuente efecto
vasodilatador *°.

Ciertos polifenoles presentes en los extractos, como el acido cafeico, acido elagico,
kaempferol y luteolina, pueden contribuir a la actividad vasorrelajante actuando
directamente sobre las células del musculo liso vascular o indirectamente a través de la
modulacion de canales de potasio, lo que conduce a la hiperpolarizacién de las células y
la inhibicién de la entrada de calcio 109193 Ademads, algunos flavonoides como la
quercetina han demostrado modular la actividad de la PKC, lo que podria contribuir a
una disminucion de la contraccién al reducir la fosforilacidon de proteinas contractiles en
el musculo liso vascular . Por otro lado, pigmentos como los carotenoides y
tocoferoles, también presentes en los extractos, han mostrado beneficios para la salud
cardiovascular, mejorando tanto la funcién endotelial como el perfil metabélico. Los B-
carotenos, en particular, actian como agentes hipotensores al aumentar la actividad del
sistema NO y ejercer sus propiedades antioxidantes.

Figura 41. Diagrama del mecanismo de accién de la actividad vasodilatadora de T. erecta
sobre el tejido endotelial. BKca: canales de K* activados por Ca?* de elevada
conductancia; lca: canales Ca?*de tipo L; IKca: canales de K* activados por Ca?* de media
conductancia; Karp: canales de K* dependientes de ATP; Kir: canales de K* rectificadores
internos; Ky: canales de K* dependientes de voltaje; SKca: canales de K* activados por Ca®*
de pequeiia conductancia. Realizacion propia.
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En conclusidén, los extractos de T erecta han demostrado un notable efecto
vasorrelajante, mediado tanto por mecanismos dependientes del endotelio, como la
produccién de 6xido nitrico, como por mecanismos endotelio-independientes, a través
de la modulacién de canales de calcio y potasio. Estos resultados subrayan el potencial
terapéutico de los polifenoles, carotenoides y tocoferoles presentes en T. erecta para la
mejora de la salud cardiovascular, especialmente en el contexto de la hipertensién
arterial. La acciéon combinada de estas moléculas bioactivas sugiere que T. erecta podria
desempeiiar un papel importante como agente natural en la prevencion y tratamiento
de enfermedades cardiovasculares relacionadas con la disfuncion endotelial.
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Conclusiones/Conclusions

Las flores de Brassica incana son fuente de compuestos funcionales con
propiedades antidiabéticas y anti-obesidad. Por primera vez, flores de B. incana
demostraron capacidad inhibitoria frente a enzimas digestivas empleadas como
diana terapéutica en patologias como la diabetes mellitus y obesidad. También se
mostré por primera vez la neutralizacién de radicales mediante el sistema de
xantina/xantina oxidasa y la inhibicion en formacion de AGEs.

El extracto de flores de Allium cepa demostrd una importante actividad
antioxidante in vitro. Ademads, logré inhibir dianas farmacoldgicas para el
tratamiento de patologias metabdlicas como la obesidad y diabetes mellitus (a-
glucosidasa y lipasa) asi como prevenir la formacién de productos finales de
glicacién avanzada. En el modelo in vivo, A. cepa mostré una marcada actividad
anti-obesidad reduciendo los niveles de depdsitos de grasa. Se demostré por
primera vez el potencial uso de las flores de A. cepa como alimentos funcionales.

Las flores de Viola x wittrockiana mostraron propiedades anti-obesidad vy
antienvejecimiento al reducir los niveles de lipidos e ingesta de bacterias en el
modelo de C. elegans obeso, incrementando ademas su calidad de vida al reducir
la acumulacion del pigmento lipofuscina y revertir los efectos nocivos sobre el
desarrollo y la progenie causados por el exceso de glucosa. Estas propiedades
antienvejecimiento y anti-obesidad permiten considerar las flores de V. x
wittrockiana como nutracéuticos e ingredientes saludables.

Los extractos de ambas flores de Tagetes erecta son fuente de moléculas bioactivas
hidrosolubles como polifenoles y liposolubles como carotenoides y tocoferoles.
Estos fitoquimicos han demostrado actividad inhibiendo dianas terapéuticas de los
tratamientos anti-obesidad y diabéticos como lipasa y a-glucosidasa,
considerandolas candidatas para la prevencién y manejo de enfermedades
metabdlicas crénicas.

Los dos métodos de extraccion empleados sobre las flores de Tagetes erecta,
Soxhlet y UAE, obtuvieron compuestos bioactivos con propiedades interesantes
como agentes antioxidantes, antilipoliticos y antidiabéticos. En términos de
rendimiento, el método sostenible UAE obtuvo los mejores resultados, asi como un
mayor contenido de polifenoles. Sin embargo, la técnica tradicional Soxhlet sigue
siendo una técnica interesante para la extraccion de pigmentos lipofilicos como los
carotenoides y precursores de vitamina E (tocoferoles).

Este es el primer estudio que demuestra que el extracto de Tagetes erecta induce
un efecto vasorrelajante de manera dosis dependiente. El mecanismo de accién de
esta actividad es potencialmente independiente del endotelio al actuar
directamente sobre las células del musculo liso mediante la apertura de los canales
de potasio, la activacion de la PKA y la disminucién del calcio citosdlico al bloquear
la entrada de calcio extracelular y su liberacién desde el reticulo sarcoplasmico.
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Pero, ademas, parte del efecto vasorrelajante depende del endotelio a través de la
via NO/sGC. Este hallazgo puede ser importante para el tratamiento de
enfermedades asociadas con la pérdida/disfunciéon de células endoteliales como la
HTA, DMy SM.



Conclusiones/Conclusions

Brassica incana flowers are a source of healthy ingredients with anti-obesity and
antidiabetic properties. For the first time, B. incana flowers were reported to inhibit
digestive enzymes used as therapeutic target in pathologies such as diabetes
mellitus and obesity. It was also shown for the first time the neutralization of free
radicals through the xanthine/xanthine oxidase system and the inhibition of AGEs
formation.

Allium cepa flower extract displayed an important in vitro antioxidant activity.
Furthermore, it was able to inhibit pharmacological targets in the treatment of
metabolic pathologies such as obesity and diabetes mellitus (a-glucosidase and
lipase). In the in vivo model, A. cepa showed a noticeable anti-obesity activity by
reducing the levels of fat deposits. It was proven for the first time the potential of
A. cepa flowers as functional food.

Viola x wittrockiana flowers displayed anti-obesity and anti-ageing properties by
reducing lipid levels and bacteria intake in the C. elegans obese model, also
increasing its health span by reducing the accumulation of lipofuscin pigment and
reverting the harmful effects over development and offspring caused by the excess
of glucose. Considering its anti-ageing and anti-obesity features, V. x wittrockiana
can be considered as nutraceutical and healthy ingredient.

Both extracts from Tagetes erecta are source of bioactive molecules, hydro-soluble
such as polyphenols and liposoluble as carotenoids and tocopherols. These
phytochemicals have shown activity inhibiting therapeutic targets of anti-obesity
and diabetic treatments, for instance lipase and a-glucosidase, considering them as
candidate products for the prevention and improvement of chronic metabolic
diseases.

The two extraction methods applied to Tagetes erecta flowers, Soxhlet and UAE,
achieved to obtain bioactive compounds with interesting properties as antioxidant,
antidiabetic and anti-lipolytic agents. The green technique UAE obtained the best
yield results as well as polyphenol content. Meanwhile, the traditional method
Soxhlet proved to remain as an interesting option for the extraction of lipophilic
pigments like carotenoids and vitamin E precursors (tocopherols).

This is the first study to demonstrate that Tagetes erecta extract induces a dose-
dependent vasorelaxant effect. The mechanism of action for this activity is
potentially endothelium-independent, acting directly on smooth muscle cells
through the opening of potassium channels, activation of PKA, and reduction of
cytosolic calcium by blocking extracellular calcium influx and its release from the
sarcoplasmic reticulum. Additionally, part of the vasorelaxant effect depends on the
endothelium through the NO/sGC pathway. This finding could be important for the
treatment of diseases associated with endothelial loss/dysfunction, such as
hypertension, diabetes mellitus, and metabolic syndrome.
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Institucion, departamento, Department of Veterinary Sciences
universidad de pertenencia
Affiliation, Department,

University

Categoria Associate Professor
Academic category

Doctor/a % Si/ Yes

o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)

Titulo de las publicaciones Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of

Title of the research | Brassica incanaleaf and flowering top extracts.

publications affected

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

en MESSINA a 23 4e Octubre de 20 24

Firma / Signature %X{ E&(&MVQLL@MQ

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379 -1- Rev.0
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SANJO RG E ) Compendio de Articulos
GRUPO SANVALERO Ar Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE 13433157
Identity number

Apellidos, nombre del Dias, Maria Ines
coautor

Coauthor's surname, name
Institucion, departamento, CIMO, LA SusTEC, Instituto Politécnico de Braganga, Campus de
universidad de pertenencia Santa Apoldnia, 5300- 253 Braganga, Portugal.

Affiliation, Department,

University
Categoria Investigadora
Academic category
Doctor/a o Si/ Yes
o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)
Titulo de las publicaciones Flowers of Allium cepa L. as nutraceuticals: phenolic composition,

Title of the research | anti-obesity and antioxidant effects in Caenorhabditis elegans.
publications affected

Apellidos, nombre del Nuifez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacion mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En Braganga, a 18 de Octubre de 2024

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379 -1- Rev.0
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GRUPO SANVALERO /‘ r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE 70241744c

Identity number

Apellidos, nombre del Gdomez-Rincon, Carlota
coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Facultad de Ciencias de la Salud
universidad de pertenencia Universidad San Jorge

Affiliation, Department,

University
Categoria Profesora Titular de Universidad
Academic category
Doctor/a X Si/ Yes
o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)
Titulo de las publicaciones Flowers of Allium cepa L. as nutraceuticals: phenolic composition,

Title of the research | anti-obesity and antioxidant effects in Caenorhabditis elegans.
publications affected
Lipid lowering and anti-ageing effects of edible flowers of Viola x
wittrockiana Gams in a Caenorhabditis elegans obese model.

Antidiabetic and anti-obesity properties of a polyphenol-rich flower
extract from Tagetes erecta L. and its efects on Caenorhabditis
elegans fat storages

Ultrasound Assisted Extraction (UAE) versus traditional Soxhlet
apparatus for the obtention of polyphenols, carotenoids and
tocopherols from 7agetes erecta L. flowers.

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia

doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacidon mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En Zaragoza, a 4 de Noviembre de 2024

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

FI-379 -1- Rev.0
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publications compendium

Firma / Signature
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GRUPO SANVALERO Ar Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE 29134339D
Identity number

Apellidos, nombre del Lopez, Victor
coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Farmacia. Universidad San Jorge
universidad de pertenencia
Affiliation, Department,

University
Categoria Profesor Titular
Academic category
Doctor/a o Si/ Yes
o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)
Titulo de las publicaciones Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of

Title of the research | Brassica incanaleaf and flowering top extracts.
publications affected
Flowers of Allium cepa L. as nutraceuticals: phenolic composition,
anti-obesity and antioxidant effects in Caenorhabditis elegans.

Lipid lowering and anti-ageing effects of edible flowers of Viola x
wittrockiana Gams in a Caenorhabditis elegans obese model.

Antidiabetic and anti-obesity properties of a polyphenol-rich flower
extract from T7agetes erecta L. and its efects on Caenorhabditis
elegans fat storages

Ultrasound Assisted Extraction (UAE) versus traditional Soxhlet
apparatus for the obtention of polyphenols, carotenoids and
tocopherols from Tagetes erecta L. flowers.

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia

doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En , a de de20__

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

FI-379 -1- Rev.0
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GRUPO SANVALERO /‘ r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE ID CA87995DM

Identity number

Apellidos, nombre del Maggi, Filippo

coautor

Coauthor’s surname, name

Institucion, departamento, Chemistry Interdisciplinary Project (ChIP), School of Pharmacy,

universidad de pertenencia University of Camerino

Affiliation, Department,

University

Categoria Full Professor

Academic category

Doctor/a o Si/ Yes

Titulo de las publicaciones Antidiabetic and anti-obesity properties of a polyphenol-rich flower

Title of the research | extract from T7agetes erecta L. and its efects on Caenorhabditis

publications affected elegans fat storages
Ultrasound Assisted Extraction (UAE) versus traditional Soxhlet
apparatus for the obtention of polyphenols, carotenoids and
tocopherols from Tagetes erecta L. flowers.

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia

doctorando

PhD student’s surname,

name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

Camerino, 27 October 2024

Firma / Signature

£/ . -
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RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / 7 resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature
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GRUPO SANVALERO /‘ r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE CA841251]
Identity number

Apellidos, nombre del MERLINO, MARIA
coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, UNIVERSITY OF MESSINA,

universidad de pertenencia DEPARTMENT OF VETERINARY SCIENCES
Affiliation, Department,

University

Categoria RTD-A

Academic category

Doctor/a o Si/ Yes

Titulo de las publicaciones Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of

Title of the research | Brassica incanaleaf and flowering top extracts.
publications affected

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicaciéon mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En Messina, a 17 de Octubre de 2024

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / 7 resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379 -1- Rev.0
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GRUPO SANVALERO /‘ r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data
DNI/NIE/PASAPORTE
Identity number
Apellidos, nombre del Miceli, Natalizia
coautor
Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Department of Chemical, Biological, Pharmaceutical and
universidad de pertenencia | Enyironmental Sciences, University of Messina, Viale
Afflllation, Department, Ferdinando Stagno d’Alcontres 31, 98166 Messina, Italy

University

Categoria Associate professor
Academic category

Doctor/a o Si/ Yes

o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)

Titulo de las publicaciones Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of

Title of the research | Brassica incanaleaf and flowering top extracts.

publications affected

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

Messina, 17/10 /2024

Firma / Signature
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Aceptacion de Coautores de Publicaciones en Tesis Doctorales por
Compendio de Articulos

Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

Coauthor’s surname, name

DNI/NIE/PASAPORTE 73027090C

Identity number

Apellidos, nombre del Millan-Laleona, Adrian
coautor

Institucion, departamento,
universidad de pertenencia
Affiliation, Department,
University

Universidad San Jorge, facultad de ciencias de la salud

Categoria Estudiante de doctorado
Academic category
Doctor/a o Si/ Yes

X No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)

Titulo de las publicaciones
Title of the research
publications affected

Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of
Brassica incana leaf and flowering top extracts.

Apellidos, nombre del
doctorando

PhD student’s surname,
name

Nufiez Alonso, Sonia

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD

student as part of its PhD Thesis.

En Zaragoza

,a__17  de Octubre

Firma / Signature

de 2024__
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GRUPO SANVALERO /‘ r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as

publications compendium

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379

Rev.0
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GRUPO SANVALERO Acceptance of research co-authors for PhQ Th¢_95/’5 presenteq’ as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE 72994022A
Identity number

Apellidos, nombre del Moliner, Cristina
coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Universidad San Jorge
universidad de pertenencia
Affiliation, Department,

University

Categoria Profesor Ayudante Doctor

Academic category

Doctor/a Si

Titulo de las publicaciones Flowers of Allium cepa L. as nutraceuticals: phenolic composition,

Title of the research | anti-obesity and antioxidant effects in Caenorhabditis elegans.
publications affected
Lipid lowering and anti-ageing effects of edible flowers of Viola x
wittrockiana Gams in a Caenorhabditis elegans obese model.

Antidiabetic and anti-obesity properties of a polyphenol-rich flower
extract from 7agetes erecta L. and its efects on Caenorhabditis
elegans fat storages

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacion mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En Villanueva de Gallego a 18 de octubre de 2024.

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379 -1- Rev.0
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SANJORGE ) Compendio de Articulos
GRUPO SANVALERO /' r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE
Identity number
Apellidos, nombre del Mustafa, Ahmed M
coautor
Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento,
universidad de pertenencia
Affiliation, Department,
University
Categoria Associate Professor
Academic category
Doctor/a o Si/ Yes
o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)
Titulo de las publicaciones Antidiabetic and anti-obesity properties of a polyphenol-rich flower
Title of the research | extract from T7agetes erecta L. and its efects on Caenorhabditis
publications affected elegansfat storages
Ultrasound Assisted Extraction (UAE) versus traditional Soxhlet
apparatus for the obtention of polyphenols, carotenoids and
tocopherols from 7agetes erecta L. flowers.
Apellidos, nombre del Nuifez Alonso, Sonia
doctorando
PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En , @ 30th de october de 2024

Firma / Signature

Azmg/\wfélfm

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379 -1- Rev.0
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GRUPO SANVALERO Acceptance of research co-authors for PhD_ Th¢5/'5 presenteq’ as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE Identify Card: CA71020SP
Identity number

Apellidos, nombre del Ragusa, Monica

coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Azienda Sanitaria Provinciale di Messina
universidad de pertenencia
Affiliation, Department,

University

Categoria

Academic category

Doctor/a o Si/ Yes

Titulo de las publicaciones Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of

Title of the research | Brassica incanaleaf and flowering top extracts.
publications affected

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En __ Messina (IT)__, a _03 November 2024

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

_Firma | Signature
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Firma / Signature
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GRUPO SANVALERO Acceptance of research co-authors for P/7Q 7'/7595/'5 presentea_’ as
publications compendium

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE Identity card N° CA20265RO
Identity number

Apellidos, nombre del Taviano, Maria Fernanda
coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Department of Chemical, Biological, Pharmaceutical and
universidad de pertenencia Environmental Sciences (ChiBioFarAm), University of Messina, Italy.

Affiliation, Department,

University

Categoria Associate professor
Academic category

Doctor/a X Si/ Yes

o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)

Titulo de las publicaciones Volatile composition, antidiabetic, and anti-obesity potential of

Title of the research | Brassica incanaleaf and flowering top extracts.

publications affected

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia
doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En Messina, a 17 de octubre de 2024

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / 7 resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature
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GRUI 4 r Acceptance of research co-authors for PhD Thesis presented as
publications compendium

2 SANVALERO

ACEPTACION ESCRITA DE LOS COAUTORES PARA QUE EL DOCTORANDO PRESENTE EL
TRABAJO COMO TESIS DOCTORAL / Written acceptance of the co-authors of a research
publication for its presentation as part of a PhD Thesis

Datos del coautor / co-author data

DNI/NIE/PASAPORTE 73261147Y

Identity number

Apellidos, nombre del Valero Gracia, Marta Sofia
coautor

Coauthor’s surname, name
Institucion, departamento, Facultad de Ciencias de la Salud.
universidad de pertenencia Departamento de Farmacologia, Fisiologia y Medicina Legal y

Affiliation, Department, Forense.

University Universidad de Zaragoza.
Categoria Profesora Titular de Universidad
Academic category

Doctor/a o Si/ Yes

o No (rellenar el apartado de renuncia / please fill in the
resignation below)

Titulo de las publicaciones Flowers of Allium cepa L. as nutraceuticals: phenolic composition,

Title of the research | anti-obesity and antioxidant effects in Caenorhabditis elegans.

publications affected

Lipid lowering and anti-ageing effects of edible flowers of Viola x
wittrockiana Gams in a Caenorhabditis elegans obese model.

Antidiabetic and anti-obesity properties of a polyphenol-rich flower
extract from T7agetes erecta L. and its efects on Caenorhabditis
elegans fat storages

Ultrasound Assisted Extraction (UAE) versus traditional Soxhlet
apparatus for the obtention of polyphenols, carotenoids and
tocopherols from 7agetes erecta L. flowers.

Apellidos, nombre del Nufiez Alonso, Sonia

doctorando

PhD student’s surname,
name

Acepto que la publicacién mencionada sea presentada por el doctorando como trabajo que forma parte de
su tesis doctoral / Hereby I accept that the above mentioned research publication is presented by the PhD
student as part of its PhD Thesis.

En Zaragoza, a 3 de noviembre de 2024

Firma / Signature

RENUNCIA DEL COAUTOR NO DOCTOR A PRESENTAR EL TRABAJO COMO
PARTE DE OTRA TESIS DOCTORAL / Resignation of the co-author to use the research
publication as part of my PhD Thesis

Renuncio a presentar las publicaciones mencionadas como parte de otra tesis doctoral / I resign to use the
mentioned publications as part of my PhD Thesis

Firma / Signature

FI-379 -1- Rev.0
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