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RESUMEN 

La exposición a xenocompuestos tóxicos aumenta considerablemente los 

procesos inflamatorios, así como los niveles de estrés oxidativo. Dichos eventos son 

los ejes centrales en la progresión y gravedad de numerosas enfermedades. Las 

oxilipinas vegetales, representadas por los fitoprostanos y los fitofuranos (FitoP y 

FitoF, respectivamente), constituyen una amplia familia de metabolitos 

secundarios de origen vegetal, originados por la oxidación de ácidos grasos (ácido 

linolénico y linoleico). Los FitoP y FitoF presentan una gran similitud estructural 

con los isoprostanoides y prostaglandinas descritos en humanos, los cuales 

suponen una importante herramienta molecular para el mantenimiento del 

equilibrio redox celular, para la modulación de los procesos inflamatorios y de 

agregación plaquetaria. La analogía estructural de estas oxilipinas vegetales con los 

isoprostanoides y prostaglandinas y varios ensayos nutricionales han llevado a la 

conclusión de que estos mediadores pueden prevenir eventos fisiopatológicos 

importantes. Las oxilipinas vegetales han sido identificadas en una gran variedad 

de alimentos de origen vegetal, mostrando respuestas proinflamatorias en algunos 

FitoP. En este marco, hay que tener en cuenta que dichas sustancias, una vez 

ingeridas y asimiladas por los mamíferos, pueden desarrollar funciones al tener la 

capacidad de interactuar con diferentes dianas moleculares. En este contexto, uno 

de los propósitos de este trabajo fue analizar la capacidad que presentan las 

oxilipinas identificadas individualmente para prevenir los procesos de estrés 

oxidativo e inflamación y determinar las posibles interacciones moleculares que se 

producen en situaciones fisiopatológicasespecíficas. En la presente Tesis Doctoral 

se investigó, mediante la aplicación de un modelo in vitro de simulación 

inflamatoria (estimulados por lipopolisacáridos), la capacidad de los FitoP y FitoF 

individualespara prevenir dichos efectos, profundizando en las formas de 

acoplamiento molecular responsables de los efectos biológicos desencadenados. De 

igual forma, a través de la línea monocítica THP-1 y utilizando un enfoque 

lipidómico se obtuvieron datos sobre las funciones antioxidantes y 

antiinflamatorias de las oxilipinas vegetales. Asimismo, 9-D1t-FitoP estimuló a los 

receptores Eprostanoides de la PEG2, los cuales mejoraron la agregación 

plaquetaria inducida por adenosin di-fosfato (ADP). Además, dicho FitoP se 



 

 

 

  

 

mostró como un posible receptor potencial al unirse al receptor de prostaglandina 

3 (receptor EP3). Los resultados obtenidos han esclarecido las propiedades 

antiiflamatorias de los FitoP y FitoF, no obstanteson necesarios más estudios in vitro 

e in vivo para arrojar luz sobre la capacidad funcional de las fracciones bioaccesibles 

y biodisponibles de estos compuestos. 
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ABSTRACT 

Exposure to toxic xenocompounds significantly increases inflammatory 

processes as well as oxidative stress levels. These events are central to the 

progression and severity of numerous diseases. Plant oxylipins, represented by 

phytoprostanes and phytofurans (PhytoPs and PhytoFs, respectively), constitute a 

large family of secondary metabolites of plant origin, originating from the 

oxidation of fatty acids (linolenic and linoleic acid). PhytoPs and PhytoFs present a 

great structural similarity with isoprostanoids and prostaglandins described in 

humans, which represent an important molecular tool for the maintenance of 

cellular redox balance, for the modulation of inflammatory processes and platelet 

aggregation. The structural analogy of these oxylipins with isoprostanoids and 

prostaglandins and several nutritional assays have led to the conclusion that these 

mediators can prevent important pathophysiological processes. Plant oxylipins 

have been identified in a wide variety of foods of plant origin, showing 

proinflammatory responses in some PhytoPs. In this framework, it should be taken 

into account that these substances once ingested and assimilated by mammals can 

develop functions by having the ability to interact with different molecular targets. 

In this context, one of the purposes of this work was to analyze the capacity of the 

individually identified oxylipins to prevent oxidative stress and inflammation 

processes and to determine the possible molecular interactions that occur in specific 

pathophysiological situations. The present Doctoral Thesis investigated by means 

of an in vitro model of prooxidative (through hydrogen peroxide) and 

inflammatory (stimulated by lipopolysaccharides) simulation the capacity of the 

different PhytoPs and PhytoFs identified to prevent such effects, delving into the 

forms of molecular coupling responsible for the biological effects triggered. 

Similarly, through the monocytic line THP-1 and using a lipidomic approach, data 

on the antioxidant and anti-inflammatory functions of plant oxylipins were 

obtained. Likewise, 9-D1t-FitoP stimulated PEG2 Eprostanoid receptors, which 

enhanced adenosine di-phosphate (ADP)-induced platelet aggregation. In 

addition, PhytoP was shown to be a potential receptor by binding to the 

prostaglandin 3 receptor (EP3 receptor). The results obtained have clarified the 



 

 

 

  

 

anti-inflammatory properties of PhytoP and PhytoF, however, further in vitro and 

in vivo studies are needed to shed light on the functional capacity of the 

bioaccessible and bioavailable fractions of these compounds. 
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Phytoprostanes, phytofurans, prostaglandins, isoprostanes, inflammation, 

platelet aggregation 
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I - INTRODUCCIÓN 

1. NUTRICIÓN, DIETA Y SALUD 

La concienciación acerca de la estrecha relación existente entre los hábitos 

dietéticos y la salud se basa en las evidencias arrojadas por diversos estudios 

epidemiológicos y de intervención nutricional realizados hasta la fecha 

(Panagiotakos et al., 2008; Sellem et al., 2022), así como en el desarrollo, a lo largo 

de las últimas décadas, de numerosas actividades de divulgación y concienciación 

sobre de la relevancia del mantenimiento de hábitos dietéticos saludables. En este 

sentido, los resultados obtenidos de las distintas investigaciones realizadas indican 

que una dieta saludable puede mejorar la salud a medio y largo plazo, al contribuir 

a reducir el riesgo de numerosas patologías (Bartels et al., 2022; Kim et al., 2021; 

Ramezani-Jolfaie et al., 2019). 

A pesar de los beneficios demostrados en relación con hábitos dietéticos 

equilibrados, durante las últimas cuatro décadas se han producido cambios 

significativos en los patrones de nutrición global, abandonando las dietas 

tradicionales, como la dieta mediterránea, cuyas características en relación a las 

materias primas utilizadas, forma de cocinado, etc., han permitido asociarla con la 

prevención de numerosas patologías no infectocontagiosas (Domínguez et al., 

2021). Por lo tanto, estos patrones tradicionales se han desplazado dando lugar a la 

instauración de un mayor consumo de alimentos procesados y ultraprocesados, 

con un alto contenido a azúcares refinados y grasas saturadas, estrechamente 

relacionados con el desarrollo de determinadas patologías degenerativas, 

destacando las patologías cardiovasculares (Doustmohammadian & Bazhan, 2021; 

Monteiro et al., 2013). 

Como resultado de los patrones económicos globales y de los referidos 

cambios en los hábitos dietéticos, actualmente, más de 2500millones de personas 

en todo el mundo sufren al menos una forma de desnutrición, existiendo 

aproximadamente 800 millones de personas desnutridas, alrededor de 2000 

millones de adultos con sobrepeso u obesidad, y más de 2000 millones de personas 
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con deficiencias de micronutrientes (FAO, 

https://www.fao.org/publications/sofi/2022/es/, consultada en septiembre de 2022). 

Estos cuadros de desnutrición o malnutrición se encuentran asociados 

fundamentalmente a dietas de mala calidad, que no aportan una cantidad 

equilibrada de nutrientes (Afshin et al., 2019).Debido a estas circunstancias, los 

patrones dietéticos actuales constituyen uno de los factores de riesgo 

fundamentales para las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo 

(Figura 1), ya que no solo no proporcionan los nutrientes necesarios para alcanzar 

y mantener un funcionamiento óptimo del organismo, conservar o restablecer la 

salud, disminuir el riesgo de padecer enfermedades, asegurar la reproducción, la 

gestación y la lactancia y promover un crecimiento y desarrollos óptimos (Afshin 

et al., 2019; Basulto et al., 2013); sino que conllevan la ingesta de nutrientes asociados 

con alteraciones metabólicas y comorbilidades que reducen la esperanza de vida y 

la calidad de vida de la población (Hirvonen et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Principales causas de defunción en el mundo en el 2019 (Organización Mundial de la Salud). 

https://www.fao.org/publications/sofi/2022/es/
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Esta situación sociosanitaria ha hecho que las enfermedades y la tasa de 

mortalidad asociada a alteraciones de los patrones dietéticos y nutricionales sean 

elevadas, siguiendo una tendencia ascendente en la mayoría de las regiones. De 

hecho, las muertes atribuibles a deficiencias dietéticas han aumentado un 15% 

desde 2010, más rápidamente que el crecimiento de la población, siendo 

responsables en la actualidad de más de 12 millones de muertes por enfermedades 

no transmisibles en adultos (Global Nutrition Report, 2021). 

A pesar de la progresión negativa de los parámetros epidemiológicos 

asociados a la dieta, los efectos epidemiológicos son susceptibles de ser revertidos 

mediante la modificación de los hábitos dietéticos. En este sentido, según la 

Organización Mundial de la Salud (OMS, https://www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/healthy-diet, consultada en septiembre, 2022), una dieta saludable 

incluye lograr el equilibrio energético, limitar la ingesta de grasas totales, sustituir 

las grasas saturadas por grasas no saturadas, eliminar los ácidos grasos -trans, 

limitar la ingesta de azúcares libres y el consumo de sal (sodio) de todas las fuentes 

y aumentar la proporción de frutas y verduras, legumbres y cereales integrales, así 

como promover el consumo de frutos secos (Figura 2). De acuerdo con las 

evidencias obtenidas en las últimas décadas, un régimen dietético con estas 

características contribuiría a disminuir la incidencia de numerosas patologías y 

deficiencias específicas como síndrome metabólico, diabetes mellitus tipo 2, 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, infección, deterioro cognitivo, mala 

calidad de vida, discapacidad y mortalidad (Fiore et al., 2021; Jayanama et al., 2021). 

Aunque conjuntamente al mantenimiento de patrones dietéticos saludables, 

existen otros factores relacionados con  un estilo de vida saludable (horas de sueño, 

reducir el estrés y realizar ejercicio físico de forma regular) resulta beneficioso para 

prevenir el desarrollo de procesos fisiopatológicos degenerativos (Cena & Calder, 

2020); de entre todos estos factores de riesgo mencionados, el impacto sobre la 

morbilidad y mortalidad relacionada con las enfermedades no comunicables de 

dietas poco saludables es el más significativo, por lo que la investigación e 

intervención de las autoridades médicas en este ámbito es de especial relevancia. 

 

https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/healthy-diet
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/healthy-diet
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Figura 2. Pirámide de la Alimentación Saludable de la Sociedad Española de Nutrición Comunitaria 

(Sociedad Española de Nutrición Comunitaria). 

Entre las diversas alteraciones fisiopatológicas desencadenadas por la 

alteración de los patrones dietéticos cabe destacar la regulación del estrés oxidativo 

y la inflamación (Aleksandrova et al., 2021). En este sentido, la ingesta de alimentos 

calóricos, con alto contenido en azúcares y grasas saturadas, dan lugar a un 

incremento de los fenómenos de peroxidación lipídica en plasma, así como a la 

reducción de la capacidad antioxidante total entre 2 y 4 horas tras la ingesta (Khor 

et al., 2014). 

La sociedad es cada vez más consciente de esta relación dieta-salud, por lo 

que en la última década ha aumentado el interés por optimizar los hábitos 

dietéticos e incorporar alimentos vegetales, cuyos componentes moleculares se han 

asociado con actividades biológicas beneficiosas, mejorando la salud en general 

(Barreiro, 2018). Por ejemplo, alimentos que contienen además de los nutrientes 

básicos, moléculas biológicamente activas relacionadas con la promoción de la 

salud y con un potencial uso terapéutico están haciéndose hueco en el mercado. 

Así, actualmente contamos con información obtenida del análisis una 

variedad de matrices vegetales que han permitido describir una amplia diversidad 

de moléculas en relación con potenciales efectos beneficiosos para la salud, en 

general y en el sistema cardiovascular, en particular. El efecto saludable de estas 
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moléculas está basado en su capacidad de prevención del estrés oxidativo y los 

procesos inflamatorios. Entre las moléculas más frecuentemente identificadas 

como responsables de esta actividad cabe destacar los esteroles vegetales, los 

compuestos fenólicos, los ácidos grasos poliinsaturados y los péptidos bioactivos, 

entre otros (Chakrabarti et al., 2014; Djuricic & Calder, 2021; Han, et al., 2015; 

Rahman, et al., 2021; Rangel-Huerta et al., 2015). Sin embargo, actualmente no se 

conoce la totalidad de los constituyentes alimentarios, así como sus propiedades 

biológicas (bioaccesiobilidad, biodisponibilidad y funcionalidad), por lo que son 

necesarias nuevas investigaciones acerca de su potencialidad para la prevención de 

enfermedades. Por este motivo nuevos tipos de compuestos son investigados e 

identificados periódicamente iniciándose la caracterización de su interés biológico 

en relación con su contribución a la funcionalidad y seguridad de los alimentos en 

el marco de diversos procesos biológicos asociados a la prevención de 

enfermedades. 
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2. OXILIPINAS VEGETALES 

Aunque las plantas carecen de un sistema inmunitario en el sentido en que 

este está presente en los mamíferos, sí poseen mecanismos moleculares destinados 

a la defensa frente a posibles patógenos y vectores de estrés. Dichos mecanismos 

están desarrollados por metabolitos secundarios tales como polifenoles, 

compuestos organosulfurados, alcaloides, terpenos, glucósidos, etc., los cuales 

actúan frente al estrés biótico y abiótico, siendo sus bioactividades más relevantes 

las antimicrobianas y captación de radicales libres, entre otras. Actualmente se 

continúan identificando nuevas moléculas responsables de actividades biológicas 

complementarias, a través de las cuales participan en la protección frente a 

agresiones externas. En esta línea de investigación, en el año 1998 se describió un 

nuevo tipo de compuestos derivados de diversos ácidos grasos mediante 

reacciones de oxidación, denominadas genéricamente "oxilipinas" (Parchmann & 

Mueller). Dichos compuestos, al igual que otros metabolitos secundarios, 

intervienen en la respuesta a los daños físicos causados por animales, insectos y 

patógenos (estrés biótico), así como el estrés abiótico (por ejemplo, estrés hídrico, 

salinidad, etc.) (Vicente et al., 2012). 

En relación con la formación de oxilipinas vegetales, estas se producen como 

resultado de reacciones de oxidación de ácidos grasos. Dichas reacciones tienen 

lugar, preferentemente, de forma enzimática, con la participación de las enzimas 

lipooxigenasa (LOX) y α-dioxigenasa (DOXs) (Feussner & Wasternack, 2002; 

Hamberg et al., 1999). No obstante, la incorporación de oxígeno en los ácidos grasos 

puede ocurrir asimismo mediante reacciones no enzimáticas, las cuales tienen lugar 

en condiciones de presión parcial de oxígeno superiores al 21%, debido a la 

interacción de los ácidos grasos precursores (ácido γ-linolénico, c18:3w6, ALA) con 

especies reactivas de oxígeno (ROS), tales como radical hidroxilo (-OH) y el singlete 

de oxígeno (O2-) (Mueller & Berger, 2009). 

En condiciones de homeostasis, las oxilipinas vegetales se encuentran en las 

concentraciones necesarias para desarrollar actividades de señalización, 

cumpliendo así su papel de fitohormonas encargadas de controlar procesos 

diversos tales como, la respuesta a estrés biótico o abiótico referidas anteriormente, 
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o el desarrollo y el crecimiento de los tejidos vegetales (Feussner & Wasternack, 

2002; Schaller & Stintzi, 2009). Los FitoP, por tanto, forman parte de una cascada de 

señalización que sirve como mecanismo de defensa para las plantas ante el estrés 

oxidativo y foto-oxidativo, pero además presentan numerosas actividades 

biológicas como la inducción de la glutatión-S-transferasa (GST) (enzima con la 

capacidad de catalizar productos de peroxidación lipídica), la biosíntesis de 

fitoalexinas (metabolito secundario con función antimicrobiana), así como la 

inducción de genes involucrados en el metabolismo primario y secundario (Thoma 

et al., 2003). Una de las principales características de estos compuestos es que se 

mantienen en bajas concentraciones en condiciones óptimas de crecimiento, en 

tanto que su síntesis se incrementa en situaciones de estrés como respuesta a 

estímulos ambientales o endógenos (Testerink & Munnik, 2011). La formación de 

oxilipinas vegetales desencadena cascadas de señalización responsables de eventos 

celulares y respuestas fisiológicas (Lagunas, 2013). Más allá de la participación de 

las oxilipinas vegetales en la fisiopatología vegetal, su analogía estructural con los 

eicosanoides de mamíferos, derivados del ácido araquidónico (AA), acerca de los 

cuales se han descrito capacidades funcionales en el marco de procesos 

fisiopatológicos inflamatorios, han permitido sugerir un potencial interés biológico 

de las oxilipinas vegetales ingeridas a través de la dieta, como potenciales 

moduladores de factores de riesgo frente a procesos degenerativos y de 

envejecimiento celular (estrés oxidativo y procesos inflamatorios) (Ahmed et al., 

2020). 

La formación de las oxilipinas vegetales engloba diversas fases. En primer 

término, las enzimasα-DOX actúan sobre ácidos grasos de distinto tamaño y grado 

de saturación generando un primer producto, altamente reactivo, que contiene un 

grupo hidroperóxido en el carbono “α” de la molécula (Hamberg et al., 1999). Este 

producto primario, se modifica de forma espontánea dando lugar a tres tipos de 

derivados, un hidroxiácido con el mismo número de carbonos que el ácido graso 

sustrato, un aldehído y un ácido graso con un carbono menos, que se generan 

mediante descarboxilación y oxidación de los hidroperóxidos primarios (Hamberg 

et al., 2003). 

Al igual que en el caso de las enzimas α-DOX, la oxidación de ácidos grasos 

catalizada por LOX da lugar a la formación de hidroperóxidos. Sin embargo, en 

tanto que las enzimas α-DOX pueden utilizar una amplia variedad de ácidos grasos 
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como sustrato, las LOX actúan exclusivamente sobre ácidos grasos poliinsaturados 

que contengan dobles enlaces conjugados en su estructura química, como es el caso 

de los ácidos linolénico (ALA) y linoleico (LA), quienes constituyen los principales 

sustratos de este tipo de enzimas (Vicente, 2012). 

Entre las oxilipinas producidas por la vía no enzimática de oxidación de 

ácidos grasos en plantas superiores se encuentran las descritas en la década de 1990 

por Parchman & Mueller denominadas fitoprostanos y fitofuranos (FitoP y FitoF, 

respectivamente). Ambos tipos de oxilipinas se producen desde un sustrato común 

en respuesta al aumento de los niveles de ROS (Figura 3), constituyendo una parte 

esencial de las herramientas moleculares de las plantas superiores implicadas en la 

señalización de defensa y en la prevención del daño celular causado por el 

desequilibrio redox (Domínguez-Perles et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema representativo de la vía no enzimáica de formación de fitoprostanos y fitofuranos. 

Modificado de la Tesis Doctoral: Rol de los fitoprostanos y fitofuranos en los mecanismos de protección y defensa 

de plantas de arroz (Oryza sativa L.) frente al  estrés oxidativo causado por agentes abióticos y prácticas 

tecnológicas. Dra. María Pincirolli, 2018. Tesis Maria Pincirolli 

https://www.educacion.gob.es/teseo/mostrarSeleccion.do
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Tras la descripción primigenia de estos compuestos, se ha sugerido su 

utilidad en el estudio de la calidad de alimentos vegetales oleosos, como 

indicadores de procesos de oxidación y enranciamiento, así como indicadores de 

estrés durante la fase precosecha (Medina et al., 2018). Este conjunto de 

funcionalidades ha llevado a diversos grupos de investigación a caracterizar su 

presencia en una amplia variedad de alimentos de origen vegetal, especialmente 

aquellos de naturaleza oleosa, muchos de ellos fuertemente implantados en la dieta 

mediterránea como el aceite de oliva, o frutos secos como las almendras 

(Domínguez-Perles et al., 2018; Leung et al., 2022; Lipan et al., 2020; Medina et al., 

2018; Pinciroli et al., 2018). Más recientemente, se ha sugerido el interés de FitoP y 

FitoF como moléculas bioactivas, más allá de sus funciones en relación con la 

fisiología de plantas superiores, fundamentalmente debido a su analogía 

estructural con las oxilipinas de mamíferos derivadas del AA (C20:4, n-6) 

(isoprostanos y prostaglandinas) que podría estar asociada también con un 

paralelismo funcional, siendo eventualmente capaces de mimetizar la actividad 

biológica de prostanoides e isoprostanos en mamíferos (p.ej. agregación 

plaquetaria, vasoconstricción y como herramientas moleculares para el 

mantenimiento del balance redox a nivel celular) tras su ingestión dietética y su 

absorción intestinal (Medina et al., 2018). Sin embargo, en la actualidad, esta 

actividad biológica se ha demostrado solo parcialmente en relación a procesos 

inmunomediados e inflamatorios (Imbusch & Mueller, 2000a; Imbusch & Mueller, 

2000b). 

Así pues, más allá de la mera descripción química, la caracterización de FitoP 

y FitoF en relación con actividades biológicas saludables se ha asociado con 

capacidades preventivas del estrés oxidativo y la fisiopatología inflamatoria 

(Arcusa et al., 2022). La descripción de estas propiedades funcionales ha llevado a 

la búsqueda de evidencias adicionales acerca de los beneficios para la salud de la 

ingesta de alimentos de origen vegetal, fuente dietética de FitoP y FitoF. Estas 

caracterizaciones son de especial relevancia, ya que, hasta el momento actual, la 

información existente acerca de la distribución o acumulación de los FitoP y FitoF 

en los tejidos y órganos, la formación de derivados esterificados y, en consecuencia, 

sobre su potencial biológico, permanecen escasamente caracterizados (Domínguez-

Perles et al., 2018). 
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2.1. ORIGEN, FORMACIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LOS FITOPROSTANOS 

Como referimos anteriormente, los FitoP pertenecen a una nueva familia de 

efectores vegetales que se forman de manera no enzimática mediante un 

mecanismo bioquímico catalizado por radicales libres a partir del ALA. Esta vía de 

formación da lugar a compuestos con una analogía adicional en relación con las 

oxilipinas de los mamíferos, y más concretamente de los isoprostanos, formados en 

mamíferos a través de un proceso no enzimático idéntico a partir del AA (Loeffer 

et al., 2005). 

Las plantas poseen una gran cantidad de prostanoides (Figura 4). De hecho, 

se estima que la concentración de FitoP en tejidos vegetales podría doblar aquella 

registrada para IsoP en seres humanos (Imbusch & Mueller, 2000a). En relación con 

los FitoP, la unidad de “trieno” es el principal bloque de construcción de sus 

sistemas de anillos. Los sustitutos en la unidad de “trieno” son el metilo y el 

carboxilo terminales del ácido graso. La cadena terminal de metilo en cada unidad 

de “trieno” distinta puede ocupar las posiciones R1 o R2 del FitoP, dando lugar a 

dos tipos diferentes de regioisómeros por unidad de trieno (Collado-González et 

al., 2015a). 

 

Figura 4. Formación de las principales clases de fitoprostanos. Más allá de las prostaglandinas: química 

y biología de los metabolitos cíclicos oxigenados formados a través vías libres de ácidos grasos poliinsaturados 

(modificado de Jhan et al. (2008). 
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Las ROS que se generan como consecuencia del metabolismo y la tasa de 

respiración en las células vegetales, constituyen moléculas de señalización de la 

planta, teniendo la capacidad de inducir la expresión de sus genes de defensa a 

través de diferentes mecanismos (Mansoor et al., 2022).En este escenario, el radical 

linolenato reacciona con una molécula de oxígeno, formando un radical peroxilo 

linolenato, el cual también puede reaccionar internamente, formando un radical 

peroxilo cíclico, que reacciona espontáneamente con una segunda molécula de 

oxígeno, para reducirse acto seguido y así formar los FitoP del grupo G (Figura 5A). 

Estos a su vez se descomponen espontáneamente, formando MDA 

(malondialdehído) y otros alcanos y alquenos, o dando lugar a otros grupos de 

FitoP (Mueller, 2004). Los peróxidos lipídicos se convierten en su correspondiente 

hidroxiácido graso de forma enzimática o espontánea. Este reordenamiento da 

lugar a los FitoP de las clases F, D y E (Figura 5B) (Collado-González et al., 2019). 

A través de sucesivas reacciones de oxidación/reducción se forman las clases 

adicionales de FitoP y FitoF. 

 

  

Figura 5. Esquema de la síntesis de las distintas clases de fitoprostanos desde ácido α-linolénico. 

Modificado de Parchmann y Mueller, 1998. 
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Así pues, las clases E1 y F1-fitoprostanos se encuentran en niveles constantes 

en las células vegetales (Imbusch y Mueller, 2000a; Parchmann y Mueller, 1998), 

mientras que F1-FitoPpuede llegar incluso a superar los niveles de jasmonatos en 

situaciones de elevado estrés oxidativo (Imbusch y Mueller, 2000b; Parchmann et 

al., 1998). 

2.2. ORIGEN, FORMACIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LOS FITOFURANOS 

Los FitoF constituyen un grupo de oxilipinas vegetales complementario 

descrito recientemente. La síntesis de dichos compuestos sigue una ruta análoga a 

la descrita para isofuranos, neurofuranos y dihomo-isofuranos en mamíferos desde 

sus ácidos grasos precursores (Cuyamendus et al., 2015), al tiempo que comparten 

con los FitoP ciertas características de su estructura química como son la presencia 

de un anillo ciclopentano electrofílico y dos cadenas alquílicas, carboxilo y metilo 

terminales (Figura 6). Al igual que los FitoP, los FitoF son generados por reacciones 

oxidativas no enzimáticas, siendo la principal diferencia que los FitoF se generan 

en condiciones de presión parcial de oxígeno superiores (>21%), bajo las cuales se 

polarizan las rutas biosintéticas hacia su formación (Cuyamendous et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los FitoF son estructuralmente similares al ácido cis-(+)-12-oxo-fitodienoico 

(cis-OPDA) e inducen la expresión de un conjunto de genes que podrían estar 

involucrados en la síntesis de ácido jasmónico, con responsabilidades en varias vías 

relacionadas con una mayor respuesta de las plantas al estrés biótico y abiótico 

(Borrego & Kolomiets, 2016). Dichas vías modulan numerosos procesos cruciales 

para el crecimiento y desarrollo de las plantas superiores, como el crecimiento 

Figura 6. Estructura química representativa de la familia de los fitofuranos. Modificado de 

Cuyamendous et al., 2015 
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vegetativo, el ciclo celular, la biosíntesis de antocianos, el desarrollo de estambres 

y tricomas, la maduración de los frutos, la senescencia, la inhibición de la 

biosíntesis de rubisco, la apertura de estomas, la absorción de nitrógeno y fósforo 

y el transporte de glucosa (Ali & Baek, 2020).Las vías biosintéticas delos FitoF a 

partir del ALA puede generar dos clases de FitoF (alquenilo y enediol), cada una 

de las cuales comprende dos familias, lo que implicaría la potencial formación de 

hasta 128 isómeros de FitoF (Oger et al., 2018). 

2.3. PRESENCIA DE FITOPROSTANOS Y FITOFURANOS EN LA DIETA 

La dieta constituye la única fuente de FitoP y FitoF biodisponibles en 

humanos ya que los mamíferos carecen de la maquinaria enzimática necesaria para 

sintetizar el precursor de estas moléculas (ALA) y, hasta el momento actual, no se 

tiene constancia de la síntesis de los propios FitoP y FitoF de forma endógena tras 

la ingesta de una fuente dietética de ALA (Chen et al.,2013). En este sentido y dada 

la similitud estructural de estas oxilipinas vegetales con sus análogos animales 

(fundamentalmente con isoprostanos y prostaglandinas (IsoP y PG, 

respectivamente) se ha sugerido la posibilidad de que estos compuestos 

constituyan asimismo miméticos funcionales de las oxilipinas humanas (Barbosa et 

al., 2015; Mueller et al., 2004). Este hecho ha promovido un creciente interés por 

estudiar el perfil cuantitativo de los FitoP y FitoF en los alimentos (especialmente 

matrices de naturaleza oleosa o con un elevado contenido en ácidos grasos mono- 

y polinsaturados), así como los efectos que las condiciones agroambientales y el 

procesado de los alimentos vegetales y subproductos derivados ejercen sobre su 

concentración (Medina et al., 2018). Por otro lado, la caracterización del perfil 

cuantitativo de FitoP y FitoF en alimentos vegetales proporciona una información 

esencial para el estudio de su biodisponibilidad, primer paso para la 

caracterización del efecto biológico de estas oxilipinas vegetales in vivo tras su 

ingesta dietética, a través de estudios preclínicos y clínicos. 

Así, en 2015 se reportó por primera vez el perfil cuantitativo de FitoP en 

aceites comerciales de oliva y girasol, evidenciando que el girasol refinado se 

caracteriza por concentraciones entre 8 y 20 veces superiores en comparación con 

el aceite de oliva (AO) y el aceite de oliva virgen extra (AOVE), respectivamente 

(Collado-González et al., 2015b). Estas diferencias resultan especialmente 
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relevantes dada la integración de estas matrices oleosas en hábitos dietéticos y el 

reconocimiento de propiedades singulares como alimentos/ingredientes 

saludables en el marco de la dieta mediterránea y más específicamente como 

promotores de la salud cardiovascular (Alemán-Jiménez et al., 2021; Estruch et al., 

2013). 

Asimismo, se ha caracterizado la presencia de FitoP y FitoF en otros 

alimentos vegetales fuertemente arraigados en el patrón dietético mediterráneo y 

sobre los que pesan atribuciones saludables en relación con la prevención de la 

patología cardiovascular. Este es el caso de la almendra, que mostró una elevada 

concentración de FitoP, al tiempo que se caracterizó el efecto del déficit hídrico 

(factor de estrés abiótico) sobre la concentración de estos compuestos, 

estableciendo una correlación directa (Lipan et al., 2020). Por otro lado, un estudio 

reciente demostró que las nueces de los árboles de secano tenían concentraciones 

individuales y totales de FitoP más bajas que las que estaban bajo riego (Carrasco-

Del Amor et al., 2015). 

Más recientemente, se ha estudiado la presencia de FitoP y FitoF en arroz y 

harina de arroz enfocando los diseños experimentales en el establecimiento del 

interés de esta matriz vegetal como fuente dietética de estas oxilipinas vegetales 

(Pinciroli et al., 2017). Esta caracterización resulta de especial relevancia dada su 

distribución y consumo a nivel mundial. Por otro lado, el estudio de la presencia 

de FitoP y FitoF en cultivos de arroz sometidos a diversas condiciones de 

crecimiento y formas de procesado poscosecha permitió establecer relaciones entre 

el manejo del cultivo y la abundancia de FitoP y FitoF, indicando la utilidad de 

estos compuestos, no solo como potenciales compuestos bioactivos, sino también 

como marcadores de estrés vegetal y calidad alimentaria (Pinciroli et al., 2018). 

Asimismo, se ha descrito su presencia en Linum usitatissimum (semillas de 

lino), Salvia hispanica L. (semillas de chía); Pinus sp. (pino, nueces) (Cuyamendous 

et al., 2015), Cucumis melo (melón; hojas) (Yonny et al., 2016), leguminosas (judía 

francesa y guisante) (García-García et al., 2019), residuos de la producción de 

Passiflora tripartita var. mollisima (maracuyá bananero curuba) (Medina et al., 2017), 

Phoenix dactylifera (fruto y subproductos de palmera datilera) (Medina et al., 2020), 

en granos de cacao y residuos de cacao o café (León-Pérez et al., 2019; Ruesgas-
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Ramón et al., 2019), o en Physalis peruviana (golden berry) (Medina et al., 2019) 

demostrando la ubicuidad de estos compuestos en alimentos vegetales y por tanto 

el interés en la caracterización de las concentraciones en cada una de ellas como 

paso previo al estudio de su interés biológico. 

De igual forma, Vigor et al. (2018) analizaron el perfil de FitoP y FitoF en 

macroalgas rojas y marrones, describiendo por primera vez la presencia de FitoF 

en las algas, al tiempo que establecieron por primera vez la relación existente el 

cambio del perfil de FitoP en respuesta a estrés oxidativo generado por factores 

ambientales. 

En consecuencia, la amplia diversidad de matrices vegetales en las que se ha 

descrito la presencia de estos compuestos evidencia el interés de caracterizar su 

actividad biológica con la finalidad de entender la influencia relativa de dichos 

compuestos en los efectos beneficiosos para la salud atribuidos a los alimentos 

vegetales. 

2.4 EFECTO DE LAS CONDICIONES AGRONÓMICAS EN EL PERFIL CUANTITATIVO DE 

FITOPROSTANOS Y FITOFURANOS DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL 

Como se ha sugerido en el apartado anterior, las condiciones 

medioambientales, las prácticas agronómicas y el procesado poscosecha influyen 

en la concentración de metabolitos secundarios de respuesta al estrés (compuestos 

bioactivos) de alimentos vegetales, incluidos FitoP y FitoF (Collado-González et al., 

2015b; Collado-González et al., 2015c; Przybylska-Balcerek et al., 2020). En este 

sentido, a pesar de que las limitaciones más relevantes asociadas a la producción 

agrícola se asocian a las pérdidas de rendimiento y la modificación del perfil 

nutricional debidas a las condiciones de estrés biótico y abiótico cada vez más 

extremas en el contexto actual de cambio climático (FAO, 

https://www.fao.org/3/i6030e/i6030e.pdf, consultada en septiembre de 2022), esta 

situación influye también en el perfil cuantitativo de compuestos fitoquímicos 

bioactivos y consecuentemente en la actividad biológica de los mismos, lo que 

condiciona los beneficios para la salud humana de los alimentos vegetales respecto 

de los esperables en condiciones de cultivo y producción óptimas (Asseng et al., 

2018). Esta situación en relación con los FitoP y FitoF ha sido abordada por 

diferentes estudios referidos a continuación. 

https://www.fao.org/3/i6030e/i6030e.pdf
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Así, Carrasco-Del Amor et al. (2015) analizaron el perfil cuantitativo y 

cualitativo de FitoP en diferentes cultivos de almendro (convencional, ecológico, 

de secano y de riego), concluyendo que las condiciones del cultivo ecológico, bajo 

las cuales las plantas se encuentran sometidas a mayor estrés biótico y abiótico al 

prescindir del uso de fertilizantes y plaguicidas industriales, aumentaba la síntesis 

de D1-FitoP, mientras que las almendras procedentes de cultivos de secano 

presentaron menores concentraciones de FitoP. Esta relación entre el estrés abiótico 

y los niveles de oxilipinas vegetales fue confirmada posteriormente en 

investigaciones adicionales sobre otros cultivos, como el realizado por Collado-

González et al. (2015b) que mostraron por primera vez el aumento de los niveles de 

FitoP que produce el déficit hídrico en la composición del AOVE (aumento 

directamente proporcional al déficit hídrico aplicado). Simultáneamente se 

estableció que el contenido de FitoP en la pulpa de las aceitunas crudas y 

procesadas aumentó significativamente (Collado-González et al., 2015c). De igual 

forma, las legumbres también mostraron modificaciones en el perfil y en la 

concentración de FitoP y FitoF. Dichos niveles aumentaron de forma significativa 

al inducir estrés abiótico por déficit de riego (García-García et al., 2020). 

Por otro lado, Pinciroli et al. (2018) enriqueció los granos de arroz con 

pulverizaciones foliares de ácido salicílico lo que produjo una reducción de la 

concentración de FitoP y FitoF, presumiblemente debido a la reducción de estrés 

abiótico en las plantas de arroz por disponer de un microambiente más propicio 

para el crecimiento y desarrollo vegetal. 

De las evidencias reportadas en los últimos años en relación con el efecto de 

los factores precosecha en los niveles de FitoP y FitoF se puede concluir que las 

condiciones agronómicas son un factor muy relevante en la formación y 

concentración final de las mismas. 

2.5 EFECTO DEL PROCESADO Y LA CONSERVACIÓN EN EL PERFIL CUANTITATIVO DE 

FITOPROSTANOS Y FITOFURANOS EN ALIMENTOS VEGETALES 

El procesado de las producciones agrícolas hace referencia a la 

transformación de materias primas en alimentos, o de una forma de alimento en 

otras más adecuadas para el consumo humano (MacDonald & Reitmeier, 2017). Las 

técnicas de procesado han variado a lo largo del tiempo dependiendo de distintos 
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factores que incluyen la naturaleza de las materias primas, las características 

tecnológicas del proceso productivo, y las propiedades del producto final (Khan et 

al., 2018). Aunque la tendencia actual va encaminada hacia el aumento del consumo 

de alimentos mínimamente procesados, no siempre se pueden eludir algunas fases 

de transformación, ya que estas, entre otros objetivos, están enfocadas en garantizar 

la seguridad alimentaria, contribuyendo a disminuir los residuos generados y 

prevenir la pérdida de calidad del alimento, manteniendo sus propiedades 

nutricionales o evitando la contaminación microbiológica y química de los mismos 

(Al-juhaimiet al., 2018). 

Desde una perspectiva fitoquímica, es necesario considerar el efecto que las 

diferentes metodologías de procesado ejercen sobre la estabilidad de los 

compuestos bioactivos, así como sobre las características fisicoquímicas de la 

matriz alimentaria que, a la postre, condicionará la bioaccesibilidad de los 

compuestos de interés y su absorción intestinal (Espín et al., 2007). En este sentido, 

el procesado de los alimentos vegetales influye en la bioaccesibilidad de los 

compuestos fitoquímicos (incluidos los FitoP y FitoF) principalmente a través de 

cambios en la estructura y propiedades de las unidades celulares que constituyen 

los alimentos vegetales (Berry et al., 2008). 

Por otro lado, el tipo de procesado puede influir en el contenido de FitoP 

aumentando o disminuyendo su concentración. Un claro ejemplo lo encontramos 

en el estudio de Carrasco-Del Amor, donde las condiciones de procesado en 

almendra (fritura y tostado) disminuyeron considerablemente la concentración 

inicial de los FitoP, en tanto que en el caso de las nueces (fritas en sal) se generó un 

aumento de la concentración de estos compuestos (Carrasco-Del Amor, 2016). Estas 

descripciones evidenciaron que el sometimiento de la matriz vegetal a altas 

temperaturas puede modificar la eficiencia de las reacciones de oxidación de ácidos 

grasos necesarias para la formación de FitoP, pero que el sentido de esta 

modificación dependerá de factores adicionales relacionados con la matriz en 

cuestión, tales como las características fisicoquímicas o el contenido en ácidos 

grasos, entre otros (Thoma et al., 2003). 

Además, Collado-González et al., (2015b) identificó FitoP libres en aceite de 

oliva y girasol, observando que el aceite de girasol refinado proporcionó 20 veces 

más FitoP que el AOVE y 8 veces más que el AOB (mitad virgen extra y mitad aceite 

de oliva refinado). Este hecho podría estar relacionado con el proceso de refinado 
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al que son sometidas las diferentes matrices, sugiriendo que el proceso de 

fabricación resulta clave para la diferente producción de FitoP, ya que la mayoría 

de los aceites vegetales se someten a un tratamiento de refinado que varía en 

función de las características de la materia prima original. 

Sin embargo, no solamente los procesos térmicos influyen en la formación de 

FitoP en los alimentos procesados de origen vegetal. En este sentido, Marhuenda et 

al. (2015) describieron el contenido de FitoP en el vino tinto y el mosto al tiempo 

que reportaron modificaciones en el perfil de dichas oxilipinas durante el proceso 

de vinificación y crianza, concluyendo que estas fases pueden ser relevantes para 

la definición de los niveles finales de FitoP, favoreciendo la formación de especies 

prooxidantes. 

El análisis progresivo del efecto de diferentes condiciones de procesado y 

conservación en la concentración de oxilipinas vegetales en relación con alimentos 

vegetales sólidos y líquidos proporcionará evidencias adicionales para, una vez 

establecida la bioactividad y el efecto sobre la salud de estos compuestos, establecer 

las condiciones óptimas de procesado que garantice una mayor bioaccesibilidad y 

biodisponibilidad de los mismos. 
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3. BIODISPONIBILIDAD DE OXILIPINAS VEGETALES 

En el ámbito de la nutrición son esenciales los estudios sobre la 

biodisponibilidad de los compuestos bioactivos (nutrientes y no nutrientes) 

presentes en alimentos, ya que a través de ellos es posible establecer correlaciones 

entre los diferentes componentes alimentarios y las actividades biológicas 

asociadas a un alimento (Fernández-García et al., 2013). En este sentido, dilucidar 

el grado de asimilación de compuestos bioactivos presentes en los alimentos resulta 

básico a la hora de esclarecer los efectos sobre la salud de dichas moléculas. De 

hecho, esta característica, la biodisponibilidad, es clave en relación con compuestos 

que han despertado el interés en base a su capacidad para ejercer un efecto 

beneficioso en el organismo. Esta información esclave para la identificación de 

alimentos saludables y/o funcionales, así como para el reconocimiento de las 

declaraciones de salud de los componentes alimentarios. Adicionalmente, el 

conocimiento de la naturaleza química de los metabolitos circulantes conduce a la 

comprensión de los mecanismos de acción de los compuestos bioactivos presentes 

en los alimentos (Rein et al., 2013). 

Es importante entender que la biodisponibilidad no solamente engloba la 

absorción, distribución, metabolismo y excreción de una molécula, sino que 

recientemente, se ha incluido en este concepto la bioaccesibilidad. Esta hace 

referencia a la fracción de un compuesto determinado que es extraído de la matriz 

alimentaria durante la digestión gastrointestinal y conserva su estructura y 

funcionalidad, estando disponible para su absorción a través del epitelio intestinal 

y el desarrollo de sus capacidades funcionales en los distintos tipos celulares y 

tejidos (Carbonell-Capella et al., 2014; Fernández, 2020; Fernández-García et al., 

2009). Durante el proceso de digestión los diversos componentes de los alimentos 

ingeridos son transformados en compuestos más sencillos, susceptibles de ser 

absorbidos y utilizados por las células para satisfacer sus necesidades estructurales 

y metabólicas. La transformación de los alimentos en sustancias absorbibles se lleva 

a cabo por mecanismos mecánicos, químicos y enzimáticos. Así, durante la 

digestión tienen lugar dos procesos fundamentales y simultáneos: (i) 

transformaciones mecánicas que reducen el tamaño de partícula de los alimentos; 
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y (ii) transformaciones químicas y enzimáticas donde los macro y micro nutrientes 

así como los compuestos fitoquímicos no nutrientes se extraen de la matriz 

alimentaria y, en mayor o menor medida, se hidrolizan en compuestos más 

pequeños para ser absorbidos (Paz, 2019; Soto, 2016).Por ello, hoy en día se 

considera que el estudio de la bioaccesibilidad es fundamental para el 

establecimiento de las alegaciones de salud. 

La digestión comienza con la deglución en la cavidad oral de los alimentos, 

donde la masticación y las secreciones salivares se transforman en sustancias 

esenciales que se convierten en el llamado bolo alimenticio. Dicho bolo se dirige al 

esófago gracias al peristaltismo de sus paredes, ayudando en su descomposición y 

permitiendo la entrada en el estómago. La presencia de alimentos en el estómago 

estimula la secreción ácida, gracias a las bombas de protones, disminuyendo el pH 

a unos valores de ≈3 que se mantendrán a lo largo de la fase gástrica de la digestión. 

En el estómago los alimentos se transforman en una papilla pastosa y ácida llamada 

quimo. Cuando la descomposición de la matriz alimentaria alcanza un tamaño lo 

suficientemente pequeño, el quimo atraviesa el píloro hacia el intestino delgado. El 

quimo ácido se neutraliza con bicarbonato de sodio (NaHCO3) hasta alcanzar un 

pH de ≈7, óptimo para las enzimas pancreáticas (Kalantzi et al., 2006). Para una 

mayor eficiencia en la fase intestinal de la digestión, así como para la absorción 

óptima de nutrientes es esencial el contacto del alimento con las paredes 

intestinales, por ello los numerosos pliegues, así como las microvellosidades son 

cruciales, pues amplifican la superficie de absorción de los enterocitos (Walton et 

al., 2018). Las sustancias parcialmente digeridas y no absorbidas en el intestino 

delgado se dirigen al intestino grueso. Así, las funciones principales del colón en 

relación con la digestión y asimilación de nutrientes incluyen: (i) la absorción de 

agua y electrolitos, (ii) la fermentación de polisacáridos y proteínas por microbiota 

colónica, (iii) la reabsorción de sales biliares y (iv) la formación, almacenamiento y 

eliminación de heces (Guerra et al., 2012). 

Si bien el efecto de la digestión se ha estudiado fundamentalmente en relación 

con la asimilación de nutrientes esenciales para el normal desarrollo de los procesos 

biológicos celulares, en los últimos años y en paralelo a la caracterización de 

compuestos fitoquímicos bioactivos no nutrientes y su interés en relación con la 

salud humana, diversos estudios se han enfocado en analizar cómo influyen los 
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procesos digestivos en su bioaccesibilidad y biodisponibilidad. Al igual que ocurre 

con los nutrientes, las condiciones fisicoquímicas asociadas a la digestión 

gastrointestinal suponen un factor significativo en la liberación de dichos 

compuestos bioactivos (Porrini & Riso, 2008; Parada & Aguilera, 2007). Por lo tanto, 

estos compuestos, dependiendo de sus características químicas tienen la capacidad 

de producir diferentes tipos de interacciones que pueden condicionar su liberación 

de la matriz alimentaria y absorción (Karg et al., 2007; Medina et al., 2018). En 

términos generales, una alta biodisponibilidad implica una mayor capacidad de 

interacción de los compuestos bioactivos presentes en los alimentos (nutrientes y 

no nutrientes) con dianas moleculares y así, de modulación de procesos 

bioquímicos y rutas de señalización celular como mecanismo para modular la 

salud. Por ello, solo al comprender los mecanismos y la eficiencia de los procesos 

de absorción es posible desarrollar estrategias para mejorar su biodisponibilidad y 

la obtención de mayores beneficios. 

Específicamente relacionado con los FitoP y FitoF, nuevamente, sus efectos 

biológicos dependen de la capacidad para alcanzar las células y tejidos diana donde 

van a realizar su función. Como referimos anteriormente de forma genérica, en 

relación a las oxilipinas vegetales esta capacidad está limitada por su estabilidad 

ante las condiciones fisicoquímicas características del proceso de digestión 

gastrointestinal y su capacidad para ser absorbidos por los diversos mecanismos 

existentes y que dependen de las propiedades químicas de las moléculas de interés 

(Martínez-Sánchez et al., 2020). 

Dada la importancia de los procesos biológicos implicados en la asimilación 

de compuestos bioactivos, frecuentemente y especialmente en relación con la 

caracterización de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de moléculas de nueva 

identificación (como es el caso de los FitoP y FitoF), estas caracterizaciones se 

realizan, en primera instancia, con recurso a métodos in vitroque simulan, en 

condiciones de laboratorio, el proceso de digestión gastrointestinal y se conocen 

como modelos gastrointestinales (GIM).En este sentido, dado que investigaciones 

recientes han suscitado el interés en las oxilipinas vegetales como nuevos 

compuestos bioactivos acerca de los cuales la información disponible está 

prácticamente restringida a su identificación y cuantificación en diversas matrices 

alimentarias, resulta necesaria la caracterización de su bioaccesibilidad y 

biodisponibilidad (Barden et al., 2009). La aplicación de los referidos modelos in 
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vitro permite reproducir las condiciones fisiológicas de las fases oral, gástrica e 

intestinal de la digestión y la subsecuente absorción, permitiendo estimar el 

comportamiento in vivotras ser ingeridos a través de matrices alimentarias con 

características específicas (Gutermuth et al., 2007).Los escasos estudios sobre 

bioaccesibilidad y biodisponibilidad de FitoP y FitoF reportados actualmente se 

han llevado a cabo a través de métodos estandarizados de digestión in vitro 

mostrando un efecto inmunitario contra ciertos tipos de cáncer y efectos vasculares 

(Benndorfet al., 2008; Collado-González et al., 2015; Gutiérrez-Pajares et al., 2019; 

Karg et al., 2007; Martínez-Sánchez et al., 2020). De hecho, Martínez-Sánchez et al. 

(2020) destacaron la imposibilidad de proporcionar datos generales acerca de la 

bioaccesibilidad y biodisponibilidad de las oxilipinas vegetales, siendo estas 

dependientes de las características químicas de cada FitoP y FitoF. 

Adicionalmente, es necesario esclarecer el grado de asimilación de estos 

compuestos. Las investigaciones realizadas hasta la fecha en relación con la 

biodisponibilidad de FitoP y FitoF han revelado que los FitoP se absorben a nivel 

intestinal (p.e., F1-FitoP) (Martínez et al., 2020), no existiendo actualmente 

evidencias acerca de la biodisponibilidad de los FitoF. Tras la absorción los FitoP 

se distribuyen orgánicamente a través del torrente sanguíneo, donde están 

presentes en forma conjugada, para excretarse finalmente a través de la orina como 

compuestos libres (Martínezet al., 2020). En este sentido, Barden et al. (2009) 

analizaron el efecto del aceite de semilla de lino, el cual contiene ácido 

araquidónico; examinaron a treinta y seis no fumadores, de 20 y 65 años, que 

consumieron 9 g/día de aceite de semilla de lino o aceite de oliva (placebo) durante 

4 semanas. Observaron el efecto de una dieta complementada con aceite de linaza 

en la concentración de F1-FitoP y F2-IsoP en la orina y el plasma de hombres sanos. 

Dicho estudio confirmó la absorción de FitoP por el tracto intestinal. La mayor 

concentración plasmática de F1-FitoP en el grupo de aceite de linaza probablemente 

fue el resultado de un aumento en la concentración plasmática del sustrato ALA 

que conlleva una mayor concentración de FitoP del aceite de linaza. 

Por otro lado. y estrechamente relacionado con la biodisponibilidad, 

recientemente se ha sugerido que el metabolismo y los efectos biológicos de estos 

compuestos en el ser humano se encuentran estrechamente relacionados con el 

metabolismo de la microbiota intestinal, lo que podría dar lugar a compuestos 
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adicionales con distinto interés biológico (Martínez-Sánchez et al., 2020). No 

obstante, el efecto del metabolismo de la microbiota intestinal sobre las oxilipinas 

vegetales se encuentra escasamente estudiado en la actualidad. 

Todas estas conclusiones han impulsado la reevaluación de los alimentos que 

contienen altas concentraciones de FitoP y FitoF en lo que respecta a sus funciones 

biológicas dependientes de las oxilipinas (p.e., inmunomoduladora), lo que podría 

proporcionar un apoyo teórico al diseño de nuevos alimentos promotores de la 

salud. 
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4. CITOTOXICIDAD Y ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LAS 

OXILIPINAS VEGETALES 

El interés suscitado por los FitoP y los FitoF está relacionado, no sólo con la 

fisiología de las plantas, sino también con las actividades biológicas que, 

potencialmente, son capaces de desarrollar en los seres humanos tras su 

asimilación intestinal (Barden et al., 2009). En este sentido, la hipótesis de la 

funcionalidad biológica de estos compuestos se basó en su analogía estructural con 

las oxilipinas humanas (isoprostanos y prostaglandinas) (Medina et al., 2017a). Las 

diversas investigaciones realizadas para confirmar esta hipótesis han 

proporcionado evidencias de que estos derivados lipídicos pueden modificar las 

funciones de los sistemas inmunitario (Durand et al., 2011) y nervioso (Minghetti et 

al., 2014). En este sentido, se han recabado evidencias acerca de la capacidad de los 

FitoP de activar el factor de transcripción Nrf2 (factor nuclear eritroide-2) (Heiss et 

al., 2014). Este factor de transcripción es un regulador emergente de la resistencia 

celular a los agentes oxidantes y por tanto contribuye a prevenir el estrés oxidativo, 

ya que controla e induce la expresión de la respuesta antioxidante. En 

consecuencia, la activación de Nrf2 contribuye a los beneficios de los productos 

naturales debido a las interacciones de diferentes compuestos bioactivos 

(flavonoides, otros polifenoles y FitoP, entre otros) (Waltenberger et al., 2016). 

El análisis de las funciones biológicas de FitoP individuales específicos, 

Minghetti et al. (2014) describieron que B1-FitoP eran biológicamente activos in vitro 

en células inmaduras del sistema nervioso central, mostrando efectos 

neuroprotectores contra la lesión oxidativa inducida por el peróxido de hidrógeno, 

y promoviendo la mielinización a través de mecanismos que implican la activación 

de receptores. Por otro lado, Karg et al. (2007) describieron la actividad 

antiinflamatoria de los FitoP A1 y J1en un modelo de riñón embrionario humano y 

en macrófagos murinos. Dicha actividad está mediada por la inhibición del factor 

NF-κB y la síntesis de óxido nítrico (NO). También relacionado con la actividad 

antiinflamatoria, Leung et al. (2021), en un estudio in vivo diseñado alimentando 

ratas Sprague Dawley (SD) con una dieta rica en nueces con el fin de comprender 
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mejor la actividad biológica que presentaban los FitoP y FitoF, elaboraron un perfil 

de los PUFAs n-6 y n-3, así como de los mediadores lipídicos relacionados en los 

tejidos del hígado y del corazón utilizando lipidómica dirigida. De esta forma, 

describieron por primera vez que el ALA de la nuez aumentó los niveles de PUFAs 

n-3 así como sus metabolitos FitoP y FitoF en los tejidos del hígado y del corazón. 

Además, dicho ácido elevó los mediadores lipídicos antiinflamatorios y redujo los 

inflamatorios,), lo que sugiere una actividad biológica preventiva de numerosas 

enfermedades que cursan con inflamación. 

En relación con la actividad inmunomoduladora, Gutermuth et al. (2007) 

caracterizaron la capacidad de los FitoP E1 y F1 de polarizar el perfil de citoquinas 

inmunomoduladoras derivando la respuesta Th1 hacia Th2 in vivo, es decir, 

inhibieron notablemente la proliferación de células T inducida por el antígeno. En 

relación con esta potencialidad biológica, el E1-FitoP, uno de los FitoP más 

abundantes en el polen, favorece la respuesta inmune mediante la modulación de 

las células dendríticas (Traidl-Hoffmann et al., 2005). Recientemente, Minghetti et 

al., (2014) informaron de que las 16-B1-FitoP, a través de nuevos mecanismos que 

implican a PPAR-γ, pueden afectar específicamente a las células cerebrales 

inmaduras, como los neuroblastos y los progenitores de oligodendrocitos. 

En relación con la actividad antitumoral de estas oxilipinas vegetales, 

Gutiérrez-Pajares et al., (2020) estudiaron la supervivencia celular y la motilidad de 

las células de cáncer de mama y evaluaron las actividades citotóxicas, de 

quimiosensibilización y antimigratorias de siete FitoP y un FitoF in vitro. En dicha 

investigación, mostraron que ent-9-L1-FitoP fue el único con actividad citotóxica 

contra ambas líneas celulares. 

Por otro lado, se han detectado oxilipinas vegetales en la avellana chilena, la 

cual presenta una actividad biológica no sólo antioxidante, sino inhibidora de 

enzimas proinflamatorias asociadas al síndrome metabólico (Pino et al., 2019). 

Todas estas evidencias muestran que las oxilipinas vegetales son candidatas 

para formar parte de numerosas aplicaciones en cuestiones de salud tales como 

antioxidantes alimentarios, tratamientos preventivos y/o terapéuticos. Todo ello 

debido a la favorable actividad biológica que presenta y a la ausencia de 

citotoxicidad, lo que ha despertado un gran interés en el ámbito de estudios de 

investigación en Tecnología de los Alimentos y Nutrición. 
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5. PRINCIPALES ENFERMEDADESLIGADAS A LA INFLAMACIÓN 

En los últimos años se han reportado numerosas evidencias acerca de la 

modulación de los procesos inflamatorios por parte de nutrientes y componentes 

alimentarios no nutritivos (Julià et al., 2021; Zitvogel et al., 2017). La inflamación, 

mediada por el sistema inmunitario, es la primera respuesta que emplea el cuerpo 

humano ante cualquier amenaza o desequilibrio homeostático. En un estado de 

aptitud inmunitaria, la respuesta inflamatoria está contenida en el tiempo y el 

espacio, estando programada para resolverse, es decir, volver del estado infectado 

o lesionado a un estado “sano” correspondiente al del tejido pre-inflamado. Una 

falla en las vías pro-resolución puede prolongar en el tiempo las acciones de los 

mecanismos proinflamatorios dando como resultado una inflamación prolongada 

o crónica con exacerbaciones recurrentes, responsable a largo plazo del daño 

tisular excesivo y la patología (Barning et al., 2019). 

En términos generales el sistema inmunitario innato, ante la invasión de 

patógenos extraños o daño tisular, se activa inmediatamente en respuesta a 

moléculas que llevan patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) y 

patrones moleculares asociados a daños (DAMP), recluta granulocitos en el tejido 

lesionado para eliminar patógenos, produciendo mediadores inflamatorios. 

Dichos mediadores incluyen las citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β e 

IL-6 y mediadores de lípidos como PG y leucotrienos, provocando un proceso 

inflamatorio agudo (de horas a días).  

La inflamación aguda se resuelve y el tejido se repara cuando se eliminan los 

PAMP, los DAMP, los patógenos y los tejidos dañados. El reclutamiento de 

granulocitos cesa con una regulación a la baja hasta que son eliminados por 

eferocitosis.  

La inflamación se encuentra altamente regulada por multitud de mediadores 

y reguladores que comprenden factores de crecimiento, citoquinas, complemento, 

eicosanoides (PG, tromboxanos (TX)) y péptidos. El descubrimiento de dichos 

mediadores ha generado un gran avance para comprender la regulación básica del 

proceso inflamatorio, así como para desentrañar su ambigüedad asociada con 

diversas enfermedades (Megha et al., 2021). 
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La inflamación no resuelta y descontrolada puede provocar el desarrollo de 

varias enfermedades cardiovasculares, cáncer, artritis reumatoide, enfermedad 

periodontal, asma, diabetes, trastornos neurológicos como la enfermedad de 

Alzheimer y enfermedades inflamatorias del intestino (EII).  La incidencia tanto de 

las enfermedades provocadas por inflamación aguda como aquellas surgidas de la 

inflamación crónica es elevada.  

Así, las patologías ligadas a los procesos inflamatorios con mayor incidencia se 

resumen a continuación.  

5.1 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

Las enfermedades cardiovasculares o cardiovasculopatías incluyen un 

conjunto de afecciones del corazón y de los vasos sanguíneos, siendo las más 

comunes: la hipertensión arterial, la cardiopatía coronaria (angina de pecho e 

infarto de miocardio), la enfermedad y el accidente cerebrovascular (ictus), la 

vasculopatía periférica, la insuficiencia cardíaca, la cardiopatía reumática, la 

cardiopatía congénita y las miocardiopatías. 

La enfermedad cardiovascular se encuentra asociada a la inflamación, 

probablemente debido a la estrecha interacción de la inflamación con el estrés 

oxidativo. La disfunción endotelial producida en la enfermedad cardiovascular 

promueve la activación de los trombocitos, la vasoconstricción, la 

activación/infiltración de leucocitos y la proliferación de células del músculo liso 

(grosor íntima-media) en la pared del vaso. Esta disfunción sirve como predictor 

temprano para el desarrollo de aterosclerosis, hipertensión y futuros eventos 

cardiovasculares. Recientemente, se han identificado tres actores clave 

interdependientes en el proceso de envejecimiento vascular que pueden 

desencadenar una disfunción endotelial: alteración de la señalización del óxido 

nítrico, estrés oxidativo e inflamación (El Assar et al., 2013; Steven, et al., 2019). 

La inflamación se genera en respuesta a la lesión tisular, el organismo inicia 

una cascada de señalización que estimula una serie de respuestas destinadas a la 

reparación de los tejidos afectados a través de la inflamación, las cuales y según su 

origen pueden ser plasmáticas, celulares o derivadas de microorganismos  

invasores. Algunos de estos mediadores están preformados y se almacenan en 

gránulos citoplasmáticos que se liberan con rapidez ante el estímulo inflamatorio. 

Los más comunes son la histamina, secretada por los mastocitos; el óxido nítrico 

(NO), los neuropéptidos, citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis 

tumoral α (TNFα), los leucotrienos, el factor activador de plaquetas, las 

quimiocinas o mediadores lipídicos como las prostaglandinas, contribuyendo a 

amplificar la respuesta inflamatoria (Muller, 2014; Collado, 2015). 
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Durante el proceso inflamatorio, las células fagocíticas activadas, como los 

neutrófilos y los macrófagos, producen grandes cantidades de ROS con el fin de 

eliminar a los agentes invasores. En condiciones inflamatorias patológicas, puede 

haber una generación exagerada de especies reactivas y algunas de estas pueden 

propagarse fuera de las células fagocíticas y, por lo tanto, inducir estrés oxidativo 

localizado y la consiguiente lesión tisular (Biswas, 2016). Los aumentos 

pronunciados de los niveles de ROS se han relacionado con el inicio, la progresión 

y las consecuencias clínicas de las enfermedades cardiovasculares, incluidas la 

aterosclerosis, la hipoxia-reoxigenación, la lesión por isquemia-reperfusión, la 

enfermedad cardíaca y vascular diabética, la arritmia, el infarto de miocardio, la 

hipertrofia cardíaca, la miocardiopatía, la insuficiencia cardíaca y la hipertensión 

sistémica y pulmonar. Se ha demostrado que los factores de riesgo comunes para 

las enfermedades cardiovasculares, como son el envejecimiento y la inflamación, 

así como la exposición a factores externos como medicamentos, toxinas y 

contaminantes del aire, aumentan la carga de ROS en el cuerpo (Brown & 

Griendling, 2015 ; Kietzmann et al., 2017; Zhang & Shah, 2014 ). 

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de muerte en el mundo, 

con 17,5 millones de fallecimientos al año (Amgen, 2020). También lo es en España, 

donde 122.426 personas fallecieron por esta causa en 2017, lo que supuso el 29% 

de los decesos totales (INE, 2017). La Organización Mundial de la Salud estimó 

que las ECV serían responsables de más de 23 millones de muertes para 2030 

(Wang et al., 2021).  

Según los datos de las estimaciones del Estudio de la Carga Global de la 

Enfermedad (Global Burden Disease) en 2019, los casos prevalentes de ECV totales 

casi se duplicaron de 271 millones en el año 1990 a 523 millones en 2019. El número 

de muertes por ECV aumentó de forma constante de 12,1 millones en 1990, 

llegando a 18,6 millones en 2019. Las enfermedades cardiovasculares han sido la  

causa de 6,2 millones de muertes en personas de 30 y 70 años en 2019 (Roth et al., 

2020). 

5.2 CÁNCER  

La inflamación predispone al desarrollo de cáncer y promueve todas las 

etapas de la tumorigénesis. Las células cancerosas, así como las células estromales 

e inflamatorias circundantes, participan en interacciones recíprocas bien 

orquestadas para formar un microambiente tumoral inflamatorio. A diferencia de 

la cicatrización de heridas y las infecciones, que se resuelven después del 

reclutamiento de células inmunitarias y la proliferación de células epiteliales, los 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5446579/#bph13792-bib-0028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5446579/#bph13792-bib-0226
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tumores en crecimiento se presentan con estrés persistente derivado de oncogenes, 

muerte celular y señales microbianas que, en conjunto, alimentan un circuito de 

señalización inducida por inflamación y células inflamatorias (Greten & 

Grivennikov, 2019). 

En 2017, se produjeron 24,5 millones de nuevos casos de cáncer en todo el 

mundo y 9,6 millones de muertes a causa de dicha enfermedad, resultando en 

233,5 millones de AVAD. A nivel mundial, las probabilidades de desarrollar 

cáncer a lo largo de la vida (de 0 a 79 años) son de 1 cada 3 para los hombres y de 

1 cada 4 para las mujeres (Global Burden of Disease Cancer Collaboration, 2019). 

En Europa, la incidencia de nuevos casos de cáncer en el año 2020 fue de 4,0 

millones para todos los tipos de cáncer excepto el cáncer de piel no melanoma) y 

1,9 millones de muertes por cáncer (Dyba et al., 2021). En 2021, en España, se 

registraron 285.530 casos nuevos según cifras de la Asociación Española contra el 

Cáncer, resultando un 2,36% más respecto al año anterior (EpData, 2021).  Hay que 

añadir, que la pandemia de la COVID-19, ha afectado al número de diagnósticos 

de cáncer en muchos países por lo que probablemente el número real de cánceres 

diagnosticados en 2020 habrá sido menor. Las estimaciones a nivel mundial 

indican también que el número de casos nuevos aumentará en las dos próximas 

décadas a 30,2 millones de casos nuevos al año en 2040 (Sociedad Española de 

Oncología Médica, 2021). 

5.3 ENFERMEDADES RESPIRATORIAS   

La enfermedad respiratoria compite con la posición de la principal causa de 

muerte en todo el mundo. La inflamación parece ser el principal contribuyente a 

la progresión de las enfermedades pulmonares. En Europa, la enfermedad 

pulmonar representa el 15% de todas las muertes. 

A nivel mundial, cuatro de las diez principales causas de muerte están 

relacionadas con enfermedades respiratorias. La EPOC resultó ser la tercera causa 

de muerte, seguida de las infecciones de las vías respiratorias bajas como la cuarta, 

el cáncer de pulmón como la quinta y la tuberculosis como la décima (WHO, 2014). 

Por otro lado, es necesario señalar que las enfermedades respiratorias de 

origen alérgico (asma, rinitis alérgica y poliposis nasal) son ocasionadas por 

interacciones celulares y citoquinas (Wenzel, 2016). Así, ante la presencia de un 

alérgeno en la mucosa respiratoria, las células epiteliales y las interleucinas 

secretan citoquinas. De esta forma, la respuesta eosinofílica provoca 

hipersecreción de moco epitelial, broncoconstricción y remodelación de las vías 

respiratorias, siendo las PG partícipes en todas las etapas de la reacción alérgica 

(Lee et al., 2020; Samuchiwal & Boyce, 2018). 
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5.4 TRASTORNOS NEUROLÓGICOS 

La neuroinflamación y la disfunción mitocondrial son características 

comunes de las enfermedades neurodegenerativas crónicas del sistema nervioso 

central (Fischer & Maier, 2015). 

En todo inicio de patología neurológica se produce la llamada 

neuroinflamación, siendo esta un sistema que utiliza el cerebro como respuesta 

inmunitaria ante daños e infecciones. Un daño neuronal prolongado produce la 

liberación de citocinas proinflamatorias por parte de los astrocitos y la microglía, 

lo que lleva al reclutamiento del sistema inmunitario y al desarrollo de una 

reacción inflamatoria local. Además, la microglía activada y los astrocitos pueden 

producir especies reactivas de oxígeno (ROS), un importante mecanismo de 

defensa contra la infección microbiana, que puede, sin embargo, contribuir a la 

neurodegeneración (Schieber & Chandel, 2014; Hsieh & Yang, 2013).  

En el año 2016, los trastornos neurológicos fueron a nivel mundial la 

principal causa de años de vida ajustados por discapacidad (AVAD) (276 millones 

de personas) y la segunda causa de muerte (9,0 millones de personas). El número 

absoluto de muertes y AVAD de todos los trastornos neurológicos combinados 

aumentó en un 39% para los fallecimientos y un 15% para los AVAD (Neurology 

Collaborators, 2019). 

5.5 ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES 

En la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) se produce una pérdida de la 

integridad de la propia barrera intestinal, con la consiguiente activación de las 

respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. Se halla una síntesis intensa de 

mediadores proinflamatorios (leucotrienos y prostaglandinas), así como de 

citocinas y quimiocinas (Pascoal et al., 2022). 

La incidencia de la EII ha aumentado en los últimos años y actualmente 

afecta aproximadamente a 1 de cada 200 personas en los países desarrollados. En 

Europa, la EII tiene una prevalencia de 2,5 a 3 millones de personas (Šimurina et 

al., 2019). 
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6. OXILIPINAS HUMANAS Y SU RELACIÓN CON LA 

FISIOPATOLOGÍA INFLAMATORIA  

El término "oxilipina" se refiere a aquel lípido bioactivo generado por la 

oxidación de ácidos poliinsaturados (PUFA) como el ácido araquidónico (C20:4 n-

6, AA), el ácido eicosapentaenoico (C20:5 n-3, EPA) y ácido docosahexaenoico 

(C22:6 n-3, DHA). Son formados a través de la fosfolipasa A2 presente en los 

fosfolípidos de la membrana para luego ser metabolizados por vía enzimática y no 

enzimática (Burke & Dennis 2009; Chen & Zhang, 2019).  A través de la vía 

enzimática participan las enzimas ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa (LOX) y el 

citocromo P450 (CYP) dando lugar a las prostaglandinas, mientras que por la vía 

no enzimática y en presencia de ERO se producen isoprostanos e isofuranos. 

Las oxilipinas siguen un esquema general de biosíntesis y señalización 

(Figura 7). 
 

 

Figura 7. Biosíntesis y señalización de las oxilipinas humanas. La enzima fosfolipasa A₂ 

cataliza la escisión de los ácidos grasos poliinsaturados dando lugar a PUFAs libres, los cuales son 

metabolizados por COX, LOX y CYP en oxilipinas humanas. El proliferador de peroxisomas (PPAR) 

modula la síntesis de oxilipinas junto con los receptores acoplados a proteínas G (GPCR). 
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Debido a la potencia y la vida media corta de la mayoría de las oxilipinas, no 

se almacenan sino que se sintetizan de novo de una manera estrictamente regulada 

(Tourdot et al., 2014). En general, las oxilipinas de PUFA ω-6 tienden a ser 

proinflamatorias, mientras que las oxilipinas de PUFA ω-3 se consideran 

antiinflamatorias y favorables a la resolución. 

6.1 ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LAS OXILIPINAS HUMANAS EN PROCESOS 

INFLAMATORIOS 

Como se ha podido observar a lo largo del trabajo, las oxilipinas humanas 

incluyen cientos de moléculas estructuralmente diferentes que están involucradas 

en una variedad de procesos fisiológicos (Shearer & Newman, 2009) entre los que 

destacan los procesos inflamatorios.  

La resolución de la inflamación es un proceso activo regulado por 

mediadores y vías de señalización para prevenir el desarrollo de la inflamación. 

Los productos de oxidación de ácidos grasos poliinsaturados generados en 

reacciones no enzimáticas y enzimáticas (isoprostanos e isofuranos y eicosanoides 

respectivamente) tienen una potente influencia en los procesos de inflamación. 

El proceso de síntesis de eicosanoides está regulado al alza por estímulos 

inflamatorios mediante la activación enzimática (por ejemplo, de la fosfolipasa A2, 

que libera ARA de los fosfolípidos de membrana) y la regulación al alza de la 

expresión de los genes que codifican las enzimas. Muchas terapias 

antiinflamatorias, como los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y los 

inhibidores de la COX, se dirigen al metabolismo de los ARA, lo que indica la 

íntima relación del metabolismo de los ARA con los procesos inflamatorios. 

Por lo general, en fases tempranas de la inflamación existe un cambio en el 

metabolismo del AA que va desde la síntesis de leucotrienos a la formación de 

lipoxina. La movilización local de omega-3 ocurre seguida de la producción de 

SPM (“mediadores pro-resolutivos de la inflamación especializados”). A medida 

que estos mediadores se producen, los macrófagos y mastocitos transportan el 

exceso de neutrófilos junto con los restos celulares que resultan de los patógenos 

y/o defensas del hospedador. 

Las oxilipinas son la base de la iniciación de los signos cardinales de la 

inflamación: calor, rubor, edema y dolor. Ante esta respuesta vascular los 

leucocitos son reclutados hacia el lugar de la lesión gracias a la PGE2 y PGI2 

(actúan sobre las células vasculares y el flujo sanguíneo) y al leucotrieno B4 

(involucrado en la quimiotaxis y adhesión celular). Dichas moléculas estimulan la 
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quimiotaxis de los neutrófilos hacia los tejidos para fagocitar y neutralizar a los 

invasores. Seguidamente, el complejo neutrófilo-monocito produce un cambio en 

el perfil de los mediadores lipídicos secretándose lipoxinas (con actividad 

antiinflamatoria y pro-resolutiva), dando lugar al final del proceso de respuesta 

inflamatoria aguda. Los macrófagos fagocitan neutrófilos por eferocitosis y, tras 

esto, se restablece la estructura normal del tejido llegando así a la fase de resolución 

(Serhan, 2014). Se habla de resolución de la inflamación como aquel periodo que 

culmina con la homeostasis del tejido dañado o bien aquella etapa que abarca 

desde el recuento de neutrófilos en el tejido hasta la ausencia completa de dichos 

leucocitos en la zona afectada. Por tanto, la inflamación es un proceso activo, 

evidenciado por la activación de las distintas vías de señalización durante la fase 

de resolución. La acción de estas células y su dilatación en el tiempo ha permitido 

establecer índices cuantitativos que definen los cambios precisos en el tráfico de 

leucocitos y en las vías bioquímicas las cuales se activan en las zonas inflamadas 

permitiendo determinar el impacto de los distintos mediadores endógenos y 

exógenos (Ávila, 2014). 

Figura 8. Resolución del proceso inflamatorio tras una infección o daño tisular. Vías 

biosintéticas y acciones de los mediadores lipídicos derivados del ácido araquidónico (AA), 

el ácido eicosapentaenoico (EPA) y el ácido docosahexaenoico (DHA). Modificado de Talero 

et al., 2015 

 

El principal objetivo de la respuesta inflamatoria es suprimir los daños 

ocasionados en el tejido mediante la fase de resolución. Por ello, es necesario que 

se produzca la fase inflamatoria aguda, con los mediadores lipídicos 
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correspondientes (prostaglandinas y leucotrienos) para que, posteriormente, 

inicien la fase de resolución de la inflamación. En aquellas situaciones en las que 

dicha fase fracasa y los niveles de prostaglandinas y leucotrienos son elevados se 

produce una inflamación crónica y fibrosis (Mastrogiovanni, 2022). 

Así pues, existe evidencia sobre la capacidad que presentan las oxilipinas 

derivadas del AA en la modulación del fenotipo inflamatorio de las células, 

especialmente de los macrófagos (Colson et al., 2019). 

En general, los mediadores lipídicos de la inflamación son conocidos por su 

papel en la homeostasis vascular, la protección de la mucosa gástrica y la 

agregación plaquetaria, la regulación de procesos inmunopatológicos que van 

desde respuestas inflamatorias hasta la remodelación tisular crónica, asma, artritis 

reumatoide, cáncer y diversas enfermedades autoinmunes. La función del tejido 

graso también está regulada por estos mediadores lipídicos, y se ha demostrado 

que las oxilipinas intervienen en la regulación de la homeostasis energética de la 

insulina y sus vías de señalización (Lopategi et al., 2016).  

La actividad biológica de las prostaglandinas depende del órgano o tejido, 

receptor al que se unen y de la situación fisiológica. En general, dichas funciones 

favorecen la homeostasis de los diferentes órganos/tejidos y conforman un sistema 

de alerta a los procesos fisiológicos normales y patológicos, gracias a la aparición 

de signos inflamatorios y de dolor. Además, juegan un papel importante en la 

regulación de la diferenciación de linfocitos en diferentes subpoblaciones celulares 

(Wójcik et al., 2021). La diferencia en el receptor es responsable de las diversas 

funciones de la prostaglandina pudiendo tener una acción inhibidora o 

estimuladora (Narumiya et al., 1999). Así pues, el papel de las PG en la 

potenciación de la tumorigénesis, ha hecho evidente que la inducción local de 

COX-2/PG es un medio importante por el cual muchos factores pueden 

comprometer la extensa red de señalización de la proteína G, siendo esta 

determinante para el crecimiento y la diferenciación celular. Parece probable que 

las acciones en numerosos tejidos de la COX-2/PG, estén definidas por los 

agonistas específicos de la COX-2 que las inducen y los tipos de células que 

responden (Blackwell et al., 2010). 

Por otro lado, cabe destacar que la PGE2 es la prostaglandina principal en los 

modelos de inflamación aguda y crónica, tanto central como periférica. La PGI2 es 

la prostaglandina principal formada en los vasos sanguíneos cerebrales, y es un 

potente vasodilatador (Rumià, 2018). Dichas sustancias presentan valiosas 

funciones en procesos fisiológicos tales como la homeostasis renal y vascular y el 

crecimiento y la diferenciación celular. Son fundamentales procesos inflamatorios 
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relacionados con diversas patologías tales como la artritis, la artrosis, la 

aterosclerosis y el cáncer (Moreno, 2010). 

Con respecto a los índices de isoprostano, como marcador de peroxidación 

lipídica, aumentan considerablemente tras la inyección de lipopolisacáridos en 

humanos (McAdam et al., 2000). Además, se encuentran elevados en personas 

fumadoras de tabaco en comparación con las no consumidoras (Meagher et al., 

1999), así como en personas con esclerosis múltiple (Miller et al., 2011). Los niveles 

elevados de PGE2 empeoran la enfermedad del ojo seco y el leucotrieno B4 

incrementa el lagrimeo de aquellos usuarios con molestias causadas por lentes de 

contacto (Shim et al., 2012; Masoudi et al., 2017).  

En resumen, las oxilipinas se han relacionado con multitud de patologías 

como: enfermedades inflamatorias inducidas por alérgenos (efectos pro y 

antialérgicos) (Claar et al.,, 2015; Peebles, 2019), en la neuroinflamación y 

neurodegeneración (de Asís et al., 2012), enfermedades ginecológicas 

(dismenorrea, endometriosis, menorragia, carcinoma…) (Sales & Jabbour, 2003), 

se han implicado en la resorción ósea asociada con la inflamación y la enfermedad 

ósea metastásica (Blackwell et al., 2010), trastornos psiquiátricos (Yui et al., 2015), 

alteraciones de la mucosa y la actividad motora digestiva (Blair et al., 2019), 

enfermedades renales (Li et al., 2018), etc. Por lo tanto las oxilipinas presentan un 

sinfín de funciones que están en continuo descubrimiento. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Blackwell%20KA%5BAuthor%5D
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7. RELACIÓN ENTRE ACTIVIDAD BIOLÓGICA Y EFECTOS EN 

LA SALUD DE OXILIPINAS VEGETALES Y HUMANAS 

La analogía estructural de FitoP y FitoF con los derivados de los ácidos grasos 

omega 6 sintetizados por los mamíferos desde el AA, ácido eicosapentaenoico y 

ácido docosahexaenoico (EPA y DHA, respectivamente), isoprostanos, 

prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos ha llevado a sugerir una cierta 

analogía funcional y por tanto la capacidad de modular diversos procesos 

fisiopatológicos (Medina et al., 2018). Al igual que ocurre actualmente en relación a 

los FitoP y FitoF, las oxilipinas de mamíferos fueron descritas inicialmente como 

marcadores de estrés oxidativo, inflamación, y daño vascular, y solamente tras 

numerosas investigaciones básicas y clínicas se identificaron acciones biológicas de 

interés en el marco de las enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, 

desordenes metabólicos, y procesos tumorales e inflamatorios (Medina et al., 2018; 

Ruesgas-Ramón et al., 2019).Por este motivo, el estudio de analogías funcionales en 

relación con el panel de oxilipinas vegetales disponibles permitirá establecer 

funcionalidades y relaciones estructura-actividad (SAR), actualmente escasamente 

exploradas (Domínguez-Perles et al., 2018; Dupuy et al.,2016; Medina et al., 2018). 

De hecho, como referimos anteriormente, las limitadas referencias a la 

funcionalidad de FitoP y FitoF en humanos en relación con la capacidad de 

polarizar la respuesta inmune hacia Th2 (pro-alergénica) vía proliferadores de 

peroxisomas y la inhibición de NF-kB y consecuentemente de la reducción de la 

producción de IL-2 por las células presentadoras de antígeno, la cual está 

relacionada con el reconocimiento de autoantígenos y por tanto como regulador de 

las repuestas de los linfocitos T (Mariani et al., 2007).En este sentido la capacidad 

de interacción de FitoP con proliferadores de peroxisomas informa sobre un 

potencial interés funcional de estas moléculas, dada la amplitud de procesos, 

inflamatorios, vasculares y metabólicos en los que se encuentra involucrada. 

Así, la conexión entre las actividades biológicas de FitoP y FitoF con aquellas 

descritas para oxilipinas humanas se produce de la mano de estudios como el 

realizado por Karg et al. (2007) que estableció la conexión entre las bioactividades 

de los FitoP A1 y J1, con las actividades biológicas previamente descritas para PGA1 
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y PGJ2. En este sentido, ambos tipos de oxilipinas demostraron la capacidad de 

modular los procesos inflamatorios mediados por el factor de translocación nuclear 

NF-kB, así como de inducir apoptosis, aunque en este caso no se han establecido 

los mecanismos de acción. 

Estas evidencias han permitido especular acerca de la capacidad de FitoP y 

FitoF de desarrollar acciones biológicas que contribuyan a lograr los beneficios para 

la salud asociados al consumo de alimentos vegetales, como análogos estructurales 

de las oxilipinas bioactivas presentes en mamíferos (isoprostanos y 

prostaglandinas fundamentalmente). 

Sin embargo, dada la evolución experimentada en los últimos años en 

relación con los patrones existentes para establecer el perfil de FitoP y FitoF en 

alimentos vegetales, actualmente es posible analizar de forma adicional las 

funcionalidades asociadas a estos compuestos y establecer relaciones estructura 

actividad. 

Así, se propone evaluar la actividad funcional antiagregante plaquetaria y 

moduladora de la vasodilatación, y por tanto de la presión sanguínea, de FitoP y 

FitoF, de interés en el marco de numerosos procesos patológicos cardiovasculares 

con una grave incidencia en la autonomía de los pacientes. Además de la analogía 

estructural, la hipótesis de la funcionalidad de dichos compuestos se basa en el 

hecho de que su concentración circulante es más elevada que aquella descrita para 

los isoprostanos y prostaglandinas, por lo que estas actividades podrían ser 

relevantes desde una perspectiva preventiva o terapéutica (Arcusa et al., 2022). 

El interés biológico de las oxilipinas radica principalmente en sus funciones 

como marcadores extremadamente fiables. Sin embargo, más allá del interés 

diagnóstico y funcional de las oxilipinas humanas, en relación con sus variantes 

vegetales, las funciones biológicas son tan indeterminadas, como defendidas 

debido a la similitud estructural de grupos de compuestos. De hecho, la analogía 

estructural se basa, fundamentalmente en la presencia en ambos grupos de 

moléculas de una ciclopentenona presente como un elemento común en la 

estructura química tanto de oxilipinas vegetales como humanas, constituyendo un 

sitio electrofílico que proporciona a estos compuestos una alta reactividad con las 

proteínas esenciales para el normal funcionamiento celular. Dada esta situación se 



    MARÍA CAMPILLO CANO 

 

72 

hace necesario llevar a cabo estudios adicionales que amplíen la actividad 

biológica. 

Para avanzar en los conocimientos sobre los beneficios biológicos de las 

oxilipinas, así como los efectos en la salud, se han sintetizado y evaluado 

prostaglandinas e isoprostanos humanos, así como FitoP y FitoF vegetales en el 

marco de diversos modelos fisiopatológicos. Así, entre las actividades biológicas 

identificadas hasta el momento se encuentran la inmunomodulación, la 

vasoconstricción, la activación y antiagregación plaquetaria, la contracción del 

músculo liso de los bronquios, y se pueden observar actividades antiinflamatorias 

e inductoras de apoptosis en diferentes tejidos. Además, los isoprostanos han sido 

sugeridos como mediadores del estrés oxidativo en la fisiopatología de 

enfermedades crónicas cardiovasculares, respiratorias y metabólicas (Montuschi et 

al., 2007). No en tanto, muchas de las funcionalidades atribuidas a las oxilipinas 

humanas deben ser exploradas para FitoP y FitoF lo que permitirá identificar 

nuevos nichos de aplicación de estos compuestos. 

Por su parte, los FitoP se han presentado como mediadores primordiales de 

la respuesta al estrés en las plantas superiores, induciendo la síntesis de metabolitos 

antimicrobianos secundarios, como las fitoalexinas o los antioxidantes. Estas 

evidencias proponen una funcionalidad tentativa como mediadores de reacciones 

de defensa, en respuesta al estrés oxidativo en plantas para lo cual es fundamental 

la regulación de la expresión de genes relacionados con procesos de detoxificación, 

como los que codifican las proteínas involucradas en el sistema citocromo-P450 y 

las proteínas de choque térmico (HSP70) (Medina et al., 2018). 

La relación entre las oxilipinas vegetales y los efectos en la salud humana 

partió de la hipótesis sobre la capacidad que presentaban los FitoP con la 

inmunomodulación. Siguiendo los estudios de Traidl-Hoffmann et al. (2005) se ha 

descrito que E1-FitoP es competente para mimetizar la actividad biológica de la E2-

prostaglandina (PGE2), cuya actividad se ha relacionado, de la mano de modelos in 

vitro, con la inhibición de la producción de IL-12 por parte de las células 

dendríticas. 

Además de la actividad inmunomoduladora demostrada, se ha reportado 

que las oxilipinas vegetales presentan una actividad antiinflamatoria en humanos, 

debido principalmente a la presencia de un sistema de anillo A, J o Desoxi-J (16-E1-

FitoP). Las propiedades antiinflamatorias asociadas a la presencia de estos 



CAPÍTULO I – INTRODUCCIÓN  

 

73 

compuestos se desarrollan en cierta medida por su capacidad para impedir la 

señalización mediada por NF-kB (Musiek et al., 2005; Straus & Glass, 2001). 

Igualmente, los estudios de la actividad antiinflamatoria de las oxilipinas 

vegetales se han expandido a diferentes muestras de células y tejidos, incluido el 

sistema nervioso. Al aplicar este modelo, Minghetti et al., (2014) demostraron que 

B1-FitoP posee actividad neuroprotectora en células nerviosas inmaduras 

(neuroblastos y oligodendrocitos) y promueve la diferenciación de 

oligodendrocitos, a través de la activación de PPARγ. 

Siguiendo con otras cualidades biológicas, las oxilipinas vegetales han 

mostrado actividad antitumoral (Gutierrez-Pajares et al., 2019). La comparación de 

estas atribuciones biológicas con las de FitoP reveló que 16-A1-FitoP induce la 

apoptosis de linfoma de células T en mayor medida que PGA2 (casi dos veces 

mayor). Del mismo modo, estos compuestos inhiben la proliferación de células 

malignas al modular la expresión de varios genes relacionados con el ciclo celular.  

En cuanto a los FitoF, existen pocos estudios hasta la fecha. Hay que destacar 

el realizado por Gutierrez-Pajares et al., (2019), quienes analizaron ambas oxilipinas 

vegetales (siete FitoP y un FitoF) en líneas celulares de cáncer de mama (MCF-7 y 

MDA-MB-231) para determinar su efecto sobre la viabilidad celular y metastásica. 

Tras este estudio, se observó que el ent -9-L1-FitoP disminuye la viabilidad celular 

en ambas líneas celulares, mientras que 16-F1t-FitoP y 9-L1-FitoP desarrollan su 

actividad inhibidora de MCF-7 y MDA- Células MB-231, respectivamente. 
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8. OXILIPINAS VEGETALES Y SU RELACIÓN CON LA 

AGREGACIÓN PLAQUETARIA HUMANA A TRAVÉS DE LA 

ACTIVACIÓN DE LOS RECEPTORES PROSTANOIDES 

Los prostanoides son ligandos bioactivos presentes en distintos tipos de 

células humanas y estados fisiológicos. Estos presentan sutiles diferencias en su 

estructura química y, por ende, tienen la capacidad de unirse a numerosos 

receptores de la membrana celular conservando la homeostasis y ejerciendo un 

papel determinante en procesos patogénicos tales como la respuesta inflamatoria, 

la agregación plaquetaria, así como la regulación del tono vascular (Lara-Guzmán 

et al., 2018). Todos ellos funcionan a través de la activación de receptores acoplados 

a proteínas G (GPCR) afines. Los GPCR son la clase más numerosa de receptores 

transmembrana y sirven como mediadores de señalización para traducir 

información de señales extracelulares como neurotransmisores, hormonas o 

fármacos a respuestas celulares (Kurz et al., 2020).  

De todos los prostanoides, la PGE2 es la biomolécula más sintetizada en el 

cuerpo humano así como de las células endoteliales del mismo (Charo et al., 1984), 

presentando una vida media extremadamente corta y mostrándose muy inestable. 

Debido a la heterogeneidad molecular y a la bioquímica de sus receptores resulta 

ser el eicosanoide más versátil. Sufre una rápida oxidación y su uso clínico es 

limitado (Breyer et al., 2001). De esta forma se distinguen cuatro subtipos de 

receptores estructuralmente diferentes EP (EP1, EP2, EP3 y EP4) (Morimoto et al., 

2019) que inducen respuestas biológicas finales diversas y, a menudo, opuestas 

(Petrucci et al., 2011). Los receptores EP están compuestos por siete segmentos 

transmembrana y cada subtipo de receptor está acoplado a una subunidad 

diferente de proteínas G heterotriméricas. La unión del ligando a diferentes 

receptores EP conduce a la activación de distintas vías de señalización (Konya et 

al., 2013). Los cuatro subtipos de receptores están presentes en la membrana 

plasmática y únicamente EP3 y EP4 se expresan en las membranas de los núcleos 

celulares siendo estos últimos los que más ampliamente se expresan en el ser 

humano (Bhattacharya et al., 1999). 

Las vías de señalización activadas a través de los distintos subtipos de 

receptores dependen de la concentración y la conformación del ligando afín al 
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subtipo (Konya et al., 2013). Es por ello por lo que las interacciones entre la PGE2 y 

los receptores EP dependen del tipo de tejido o célula, de la expresión específica 

del receptor y de las diferencias en las afinidades de unión. Cada subtipo se 

encuentra específicamente distribuido en el cuerpo humano de la siguiente forma: 

EP1: miometrio, venas pulmonares, colon, piel, mastocitos; EP2: leucocitos, 

músculo liso, sistema nervioso central (SNC), sistema reproductor, huesos; EP3: 

SNC, sistema cardiovascular, sistema reproductor, riñón, vejiga; EP4: leucocitos, 

músculo liso, sistema cardiovascular y huesos (Sugimoto & Narumiya, 2007; 

Woodwarg et al., 2011). 

En el campo de la modulación de dichos receptores, la atención se centra en 

comprender sus interacciones e implicaciones biológicas en la función plaquetaria. 

Las plaquetas ejercen una función crítica al mantener la hemostasia e iniciar la 

formación de trombos. Sin embargo, la hiperreactividad plaquetaria se ha 

implicado en la fisiopatología de las enfermedades cardiovasculares, como los 

síndromes coronarios agudos, el infarto de miocardio y el ictus isquémico 

(Friedman et al., 2015). Las elevadas concentraciones nanomolares de PGE2 

producidas por macrófagos activados están implicadas en patologías 

cardiovasculares como la rotura de la placa y la formación de aneurismas de aorta 

abdominal (Holmes et al., 1997). La PGE2derivada de la placa aterosclerótica tiene 

la capacidad de atravesar dicha placa y actuar directamente sobre las plaquetas y 

estas, a su vez, producir una gran cantidad de PGE2 (Gross et al., 2007; Smith & 

Willis, 1970). 

La homeostasis plaquetaria se ha atribuido durante mucho tiempo a un 

equilibrio de mecanismos que aumentan o disminuyen el adenosín 3'5'-

monofosfato cíclico (AMPc) (Haslam et al., 1999). En general, los GPCR estimulan 

la adenilato ciclasa, elevando el AMPc e inhibiendo la función plaquetaria. Por 

ejemplo, la PGI2 inhibe la agregación plaquetaria aumentando el AMPc intracelular 

a través de la activación de su receptor IP acoplado a Gs. Por el contrario los GPCR, 

como el receptor ADP, inhiben la adenilciclasa, disminuyen el AMPc y facilitan la 

agregación plaquetaria (Friedman et al., 2015). 

Gran parte de la investigación sobre el papel de la PGE2en la función 

plaquetaria se ha centrado en el uso de agonistas y antagonistas selectivos del 

subtipo de receptor EP. Los primeros estudios sobre la PGE2demostraron su 
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capacidad para potenciar la agregación plaquetaria en respuesta a concentraciones 

subumbrales de agonistas (Bruno et al., 1974; Shio & Ramwell, 1972; Vezza et al., 

1993). Recientemente, algunas investigaciones se han centrado en identificar a los 

receptores implicados en la mediación de los efectos de la PGE2 sobre la función 

plaquetaria y han mostrado que dichos efectos son principalmente consecuencia de 

la interacción con los receptores EP3 y EP4. Presentando un efecto protrombótico 

en la unión con el receptor EP3 y antitrombótico cuando la unión se produce con el 

receptor EP4, concluyendo así que el efecto global de la PGE2es el resultado del 

equilibrio entre estas acciones opuestas (Iyú et al., 2011). 

La principal vía de señalización del receptor EP3 es la inhibición de la 

adenilato ciclasa a través de la proteína Gi, de esta forma los niveles de AMPc 

disminuyen (Matsuoka & Narumiya, 2007). La particularidad de dicho receptor 

radica en que posee diversos splicing alternativos que se definen por la cola 

citoplasmática C-terminal. Dichas variantes explicarían las diferencias en la 

fosforilación del receptor, desensibilización y variación en las vías de señalización 

(Namba et al., 1993). El EP3 está implicado en la generación de la hipertemia, la 

contracción de los músculos lisos, la trombosis y la angiogénesis (Marimoto et al., 

2019; Marckovic et al., 2017). 

Por su parte, el receptor EP4 se describió inicialmente como un receptor 

acoplado a proteínas Gαs que conducía a la estimulación de la adenilato ciclasa y a 

la elevación de los niveles intracelulares de AMPc (Coleman et al., 1994). La 

estimulación de EP4, entre otras funciones, induce la relajación vascular mediada 

por AMPc, PKA y óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) (Hristovska et al., 2007), 

y la angiogénesis vía AMPc y PKA Cμ (Zhang & Daaka, 2011). Otra molécula de 

señalización del receptor EP4 independiente de la PKA es Epac, es decir, la proteína 

de intercambio activada por el AMPc. Como tal, la señalización Epac está 

generalmente implicada en la proliferación celular, la diferenciación, la migración 

y las respuestas inflamatorias (Bos, 2003). 

De esta forma, la comprensión del papel de la PGE2en las condiciones 

fisiológicas y fisiopatológicas humanas se ha visto facilitada por el desarrollo de 

agonistas y antagonistas altamente selectivos de los receptores EP3/EP4 (Markovic 

et al., 2017). 
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Entre los agonistas selectivos de los receptores EP3/EP4 encontramos la 

sulprostona y Cay10598 respectivamente (Pasterk et al., 2015; Xiao et al., 2004). Por 

otro lado, L-798,106 y ONO AE3-208 presentan una función antagónica para 

EP3/EP4 (Esaki et al., 2010; Jones et al., 2009). Estos compuestos sintéticos pueden 

ejercer diferentes funciones en tejidos vivos, así la sulprostona potencia la 

agregación plaquetaria inducida por diferentes agonistas en plaquetas humanas, 

plasma rico en plaquetas (PRP) y sangre total (Heptinstall et al., 2008; Matthews & 

Jones, 1993; Schober et al., 2010). Asimismo Cay10598, como potente agonista de 

EP4, se ha empleado en numerosos estudios clínicos sobre el control de la 

inflamación y agregación plaquetaria (Kang et al., 2017; Philipose et al., 2012; Vezza 

et al., 1993). Por el contrario, L-798,106 ha sido analizado en estudios sobre 

respuestas inflamatorias y lesiones tisulares desencadenadas por plaquetas 

(Karhausen et al., 2020). ONO-AE3-208 también se ha utilizado para implicar la 

señalización de EP4 en respuestas inmunitarias y autoinmunes, inflamación y 

cáncer (Esaki et al., 2010; Iyú et al., 2010; Komatsu et al., 2012). 

El potencial terapéutico de los EP, concretamente de EP3 y EP4, y su relación 

con las PGE2hace ver su importancia en la agregación plaquetaria, más aún cuando 

dichos receptores presentan una mayor concentración en las plaquetas así como en 

el propio endotelio (Paul et al., 1998; Petrucci et al., 2011). 

Análogamente, las oxilipinas vegetales al ser isómeros geométricos de la 

PGE2 (Medina et al., 2018) podrían ejercer potencialmente su efecto a través de la 

activación de los EP y su posterior señalización intracelular regulando así la 

agregación plaquetaria. Este hecho se refuerza gracias a estudios como los de 

Martínez-Sánchez et al. (2020), donde los FitoP y FitoF presentes en el alga 

Gracillaria longissima mediaron las vías inflamatorias en las células endoteliales. De 

esta forma, estas oxilipinas vegetales parecen desempeñar un papel importante 

como señales químicas en el ser humano, la reactividad putativa de FitoP y FitoF 

individuales con respecto a los receptores provocan respuestas diversas asociadas 

al curso de una serie de situaciones fisiopatológicas como puede ocurrir  en la 

agregación plaquetaria. 
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II- JUSTIFICACIÓN 

El patrón dietético es uno de los factores más relevantes en el mantenimiento 

de la salud, no solo por constituir la fuente de nutrientes esenciales para el normal 

desarrollo de las funciones y metabolismo celular, sino por proveer al mismo 

tiempo otros componentes que, no siendo esenciales para la vida, contribuyen a la 

eficiencia de los diversos procesos fisiológicos y reacciones metabólicas celulares, 

previniendo el inicio de procesos patológicos. En el caso de los alimentos vegetales, 

estos compuestos están representados de forma significativa por los compuestos 

fitoquímicos, metabolitos secundarios de plantas superiores que participan de la 

respuesta de estas a estreses abiótico y biótico y que, una vez ingeridos y asimilados 

por los mamíferos, pueden desarrollar funciones biológicas en los distintos tipos 

celulares al tener la capacidad de interactuar con diferentes dianas moleculares y 

así contribuir a combatir procesos que afectan de forma transversal a diversas 

patologías como el estrés oxidativo y la inflamación. 

En este contexto, es importante destacar que periódicamente nuevos tipos de 

compuestos fitoquímicos son identificados. Cuando esto sucede, es necesario 

caracterizar su presencia en los alimentos y los diferentes perfiles cuantitativos, su 

bioaccesibilidad y biodisponibilidad y su potencialidad biológica. A este respecto, 

la reciente descripción de FitoP y FitoF conlleva un desconocimiento significativo 

de su capacidad para modificar el metabolismo celular, estando sus funciones 

restringidas a algunos marcadores inflamatorios y especialmente al efecto sobre el 

sistema inmunitario. No obstante, la creciente diversidad de compuestos descritos 

en los últimos años en relación a las oxilipinas vegetales, hace necesario 

profundizar en el estudio de sus funciones biológicas, especialmente en relación 

con el estrés oxidativo y los procesos inflamatorios. 

En este marco, los resultados obtenidos en este estudio a través de modelos 

in vitro e in silico permitirán profundizar en la información disponible acerca de la 

capacidad de FitoP y FitoF de modular procesos biológicos transversales en 

diferentes patologías así como identificar aquellos oxilipinas vegetales individuales 

responsables de los efectos observados, lo que será de gran utilidad en la selección 

de la matriz alimentaria más adecuada para analizar la funcionalidad de FitoP y 

FitoF in vivo, en el marco de futuros estudios de intervención. Adicionalmente, la 
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identificación de los compuestos con actividades más prometedoras permitirá el 

desarrollo de productos alimenticios con nuevas capacidades funcionales, así como 

fomentar el uso de estos compuestos para el desarrollo de suplementos dietéticos 

que contribuyan a reducir la prevalencia y severidad de diferentes procesos 

patológicos. 
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III- OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal examinar la 

capacidad de los diferentes FitoP y FitoF identificados en la actualidad de prevenir 

procesos de estrés oxidativo e inflamación y establecer la Relación Estructura 

Actividad (SAR) identificando las posibles dianas moleculares responsables de los 

efectos biológicos desencadenados por estas oxilipinas vegetales en los escenarios 

fisiopatológicos referidos. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Para la consecución del objetivo general de la presente Tesis Doctoral se 

establecieron los siguientes objetivos secundarios: 

 

1. Evaluar la capacidad de FitoP y FitoF individuales de prevenir el proceso 

inflamatorio y modular el estrés oxidativo desencadenado por 

lipopolisacáridos bacterianos sobre la línea monocítica humana THP-1, in 

vitro. 

2. Establecer la relación estructura actividad de FitoP ent-9-D1t-FitoP en el arco 

de su actividad sobre la agregación plaquetaria y las células vasculares 

humanas, así como aclarar con simulaciones de acoplamiento, las posibles 

interacciones con los receptores eprostanoides de tipo 1 a 4 de la PGE2. 
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IV- MATERIAL Y MÉTODO 

4.1. SUSTANCIAS QUÍMICAS Y REACTIVOS 

En referencia a las oxilipinas vegetales, los FitoP, 9-F1t-FitoP, 9-epi-9-F1t-FitoP, 

ent-16-F1t-FitoP, ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP y 9-L1-FitoP, y FitoF 

ent-16 (RS) -9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, ent-9 (RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF, y ent-16(RS)-13-

epi-ST-Δ14-9-FitoF, se sintetizaron de acuerdo con los procedimientos publicados 

(Cuyamendous et al., 2016;Cuyamendouset al., 2017;El Fangour et al., 2004; El 

Fangour et al., 2005; Guy, et al., 2015; Pinot et al., 2008; Vigor, et al., 2022) y fueron 

proporcionados por el Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) 

(Montpellier, Francia). Por otro lado, en relación con las oxilipinas humanas, se 

analizaron un total de 37 isoprostanoides, que al igual que los 

agonistas/antagonistas de los receptores EP (sulprostona, butaprost, L-798,106; 

Cay10598 y ONO AE3-208), se adquirieron de Cayman Chemicals (Ann Arbor, 

Michigan, EE. UU.). Los disolventes de grado LC-MS (agua desionizada, 

acetonitrilo y metanol), así como, el ácido fórmico, se adquirieron en J.T. Baker 

(Phillipsburg, Nueva Jersey, EE. UU.). El hexano se obtuvo de Panreac (Castellar 

del Valles, Barcelona, España), y el hidroxianisol butilado (BHA) y Bis-Tris (bis- (2-

hidroxietil) –amino-tris (hidroximetil) metano) se adquirieron de Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, EE. UU.). Los cartuchos de extracción en fase sólida (SPE) utilizados 

(Strata X-AW, 100 mg / 3 mL) fueron adquiridos de Phenomenex (Torrance, CA, 

EE. UU.). 

 

4.2. EXTRACTO ANALÍTICO RICO EN OXILIPINAS 

Las oxilipinas de Gracillaria longissima se extrajeron y caracterizaron de 

acuerdo a la metodología previamente publicada y validada (Martínez-Sánchezet 

al. 2020; Domínguez-Perles et al. 2018). Seguidamente, 1 g de alga deshidratada se 

mezcló con 5 mL de BHA metanólico (99,9: 0,1, v/p) y se procedió a extraer los 

extractos del material vegetal a través de protocolos de SPE, previamente 

optimizados y validados (Domínguez-Perles et al. 2018). Después de la SPE, los 

extractos se reconstituyeron en 200 μL de agua MilliQ/MeOH (50/50, v/v), se 
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filtraron a través a través de membranas PVDF de 0,45 μm (Millipore, MA, EE. UU.) 

y se analizaron posteriormente por UHPLC-ESI-QqQ-MS/MS (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Alemania).  

 

4.3. LÍNEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO 

La línea celular humana monocítica (THP-1) (ECACC® General Cell 

Collection-88081201) se obtuvo de la European Collection of Cell Culture (ECACC, 

Public Health England, Reino Unido). Las células se cultivaron en RPMI 1640, 

suplementado con glutamina 2 mM y suero bovino fetal (FBS) al 10%, en frascos de 

cultivo celular de 75 cm2 hasta la fase de crecimiento logarítmico (0,6-1,4 x 106 

células / mL), a 37 °C y 5% de CO2. El número de pases de las células utilizadas en 

este estudio fue entre 17 y 20. La línea celular endotelial humana Ea.hy926 

(ATCC®CRL2922) se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC, 

Rockville, MD, EE. UU.), se cultivaron en DMEM que contenía 4,5 g L-1 de glucosa, 

suplementado con GlutaMAX™, 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de 

aminoácidos no esenciales, a 37°C y 5% de CO2, con un número de pases de entre 

3 y 8.  

4.4. PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR BASADA EN REDUCCIÓN XTT 

La toxicidad de FitoP y FitoF individuales se ensayó en células THP-1, 

recurriendo a la metodología XTT. Para ello, se sembraron células en crecimiento 

exponencial en una placa de 96 pocillos a una densidad de 104 células / pocillo. 

Después de la incubación durante 24 y 48 h con concentraciones decrecientes de 

FitoP y FitoF (100.000, 50.000, 25.000, 5.000, 1.000, 0,200, 0,020 y 0,002 µM), las 

células se incubaron con una solución de XTT(2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-

sulfofenil)-2Htetrazolium-5-carboxanilida) a una concentración final de 1 mg / mL 

durante 4 h, a 37 °C. La absorbancia se midió a 450 nm, usando 690 nm como 

longitud de onda de referencia, usando un lector de placas (Victor 3, Perkin Elmer, 

Jügesheim, Alemania). La toxicidad de la 9-D1t-FitoP (hasta 1 µM) disuelta en 

medio completo se evaluó en células Ea.hy926. Para ello, se sembraron células en 

crecimiento exponencial a una densidad de 104 células/pocillo. Tras el tiempo de 

incubación (48 horas y 6 días) con concentraciones crecientes de 9D1t-FitoP, las 
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células se incubaron con una solución basada en resazurina (alamarBlue) al 10% de 

concentración (ThermoFisher, Massachusetts, EE. UU.) durante 4 h a 37 °C. La 

absorbancia se midió en un lector de microplacas (Bio-Tek Synergy HT, Winooski, 

VT, EE. UU.) a 570 nm y 600 nm de referencia. La viabilidad celular se calculó como 

promedio “densidad óptica (DO) de los pocillos - DO en blanco / DO promedio de los 

pocillos control” y se expresó como porcentaje (%). 

4.5. MODELO INFLAMATORIO INDUCIDO POR LIPOPOLISACÁRIDOS  

Las células humanas monocíticas (THP-1) se sembraron en placas a densidad 

de 7 x 105 células / pocillo en medio RPMI 1640, suplementado con glutamina 2 mM 

y suero bovino fetal (FBS) al 10% para estudiar los efectos moduladores de FitoP y 

FitoF en el perfil de PG en los monocitos. Las células se trataron con 50 µM de FitoP 

y FitoF individuales por triplicado (n = 3) durante 24 h. Esta concentración se 

seleccionó en base a estudios previos que detectaron oxilipinas vegetales en varias 

matrices alimentarias, como aceite de lino o guisantes (Domínguez-Perles et al., 

2018; García-García et al., 2019). No obstante, aunque esta concentración podría 

exceder la concentración teórica alcanzada en las células diana (que aún no se ha 

descrito), especialmente debido a la degradación de FitoP y FitoF dietéticos durante 

la digestión gastrointestinal, el diseño experimental establecido fue utilizado para 

establecer el potencial biológico de las oxilipinas vegetales en consideración. A 

continuación, se añadió un estímulo inflamatorio (100 ng / mL de lipopolisacárido 

(LPS) de Escherichia coli 0127:B8), incubando las células a 37 °C al 5% de CO2 durante 

otras 24 h adicionales. 

4.6. EXTRACCIÓN DE PROSTAGLANDINAS DE CÉLULAS Y MEDIO DE CULTIVO 

El perfil de PG se determinaron tanto en lisados de células THP-1 como en el 

medio de crecimiento. Una vez recolectadas las células y sobrenadantes, se agregó 

0,005% BHA (concentración final) y el medio se conservó a -80 °C durante no más 

de un mes de almacenamiento. Para proceder a la extracción de PG, se añadió HCl 

200 mM a 0,5 mL de medio de crecimiento y se centrifugó a 10000 xg durante 5 min 

para precipitar las proteínas del medio. 

Después de retirar el medio de crecimiento, las células se lisaron mediante 

incubación con tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 
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1%, que contenía BHA al 0,005%, pH 8) durante 1 h, en hielo. Los lisados se 

centrifugaron a 8000 xg durante 5 min. Los sobrenadantes se recogieron y 

almacenaron a -80 °C hasta la extracción de oxilipinas humanas. 

Tanto el medio de crecimiento preprocesado como los extractos de lisado 

celular se hidrolizaron primero estenzimáticamente (β-glucuronidasa-sulfatasa 

tipo HP-2 de Helix pomatia), y las PG se extrajeron de acuerdo con la metodología 

previamente desarrollada y validada (Medina et al., 2012a; Medina et al., 2012b) 

Después de la hidrólisis, las muestras se sometieron a un procedimiento de 

limpieza mediante extracción en fase sólida (SPE) utilizando cartuchos Strata X-

AW (100 mg / 3 mL), siguiendo el método descrito en la literatura (Medina et al., 

2012a). Los compuestos diana se eluyeron con 1 mL de metanol y se llevaron a 

sequedad usando un sistema concentrador de vacío (SpeedVacTM), 

reconstituyendo, posteriormente el pellet en fases móviles A/B (90:10, v/v), descritas 

en el siguiente apartado. La concentración de PG se determinó tanto en lisados 

celulares como en el medio de crecimiento, para obtener la concentración total de 

oxilipinas sintetizadas por células monocíticasTHP-1. 

4.7. ANÁLISIS UHPLC-QQQ-MS / MS DE PROSTAGLANDINAS 

La separación cromatográfica de oxilipinas en lisados celulares y medio de 

crecimiento se realizó mediante UHPLC acoplado a un 6460 QqQ-MS / MS (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Alemania), utilizando la metodología descrita 

anteriormente (García-Flores et al., 2018; Medina et al., 2012a) y la columna 

ACQUITY BEH C18 (2,1 x 150 mm, tamaño de poro de 1,7 μm) (Waters, MA, EE. 

UU.). Las fases móviles utilizadas fueron agua desionizada / ácido fórmico (99,9: 

0,1, v / v) (disolvente A) y metanol (disolvente B) mediante el siguiente esquema 

de gradiente (t, % B): (0,00; 60), (7,00; 60), (7,01; 73), (10,00; 73), (10,01; 80), (18,00; 

100), (19,00; 100) y (19,01; 60). El flujo y el volumen de inyección fueron 0,150 mL / 

min y 20 µL, respectivamente. La identificación y cuantificación de PG se realizaron 

mediante el análisis de las masas de iones parentales y patrones de fragmentación 

específicos de 21 PGs (Tabla 1), que se realizó mediante un análisis de 

espectrometría de masas por modo de monitorización de reacción múltiple (MRM), 

e ionización (Electrospray ionization, ESI) en modo negativo. Los parámetros del 

espectrómetro de masas con tecnología de triple cuadrupolo se optimizaron para 
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la identificación y detección de oxilipinas, de acuerdo a estudios previos (García-

Flores, et al., 2018; Medina, et al., 2012a). Además, la cuantificación de las PG 

monitorizadas se realizaron utilizando estándares de referencia como está descrito 

en la Tabla 1. La 8-iso prostaglandina F2α-d4 (contiene 4 átomos de deuterio en las 

posiciones 3, 3‘, 4 y 4’) se utilizó como estándar interno. La adquisición y el 

procesamiento de datos se realizaron utilizando el software MassHunter versión 

B.08.00 (Agilent Technologies, Walbronn, Alemania). La concentración de PG se 

calculó de acuerdo con rectas de calibrado, preparadas cada día de análisis.  
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Tabla 1. Tiempo de retención y transiciones MRM de prostaglandinas evaluadas. 

Prostaglandina 
Tr 

(min) 

Ión parental 

(m/z [M-H]-) 

Fragmento 

(m/z MS2 [M-H]-) 

Prostaglandina generada de AA 

Prostaglandina de la vía D 

Tetranor-PGDM 3.17 327.1 108.9 

PGDM 3.20 327.1 309.1 

Tetranor-PGDM lactano 3.50 309.1 142.9 

Tetranor-PGJM 3.60 609.0 155.0 

2,3-dinor-11β-PGF2α 10.57 325.2 237.1 

PGD2 13.22 350.9 315.0 

11-β-PGF2α 13.61 353.0 309.1 

    

Prostaglandina de la vía E 

Tetranor-PGEM 3.17 327.0 308.8 

Tetranor-PGAM 3.58 309.0 2900.9 

20-OH-PGE2 4.66 367.1 349.2 

PGE2 13.07 351.2 333.1 

    

Prostaglandina de la vía F 

Tetranor-PGFM 3.14 329.4 311.1 

ent-20-OH-PGF2α 5.10 369.2 325.1 

19(R)-OH-PGF2α 5.15 369.2 325.1 

15-keto-PGF2α 12.90 351.1 314.9 

PGF2α 13.60 353.1 309.0 

    

Prostaglandina de la vía I 

2,3-dinor-6-keto PGF1α 10.80 341.0 134.9 

6-keto-PGF1α 12.69 369.0 245.1 

    

Prostaglandin generada de DGLA 

PGE1 12.84 353.2 317.2 

PGF1α 13.67 355.2 311.0 

    

Prostaglandin generada de EPA 

17-trans-PGF3α 12.47 350.9 307.0 

AA, ácido araquidónico; DGLA, ácido dihomo-ɣ-linolénico; EPA, ácido eicosapentanoico. 
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4.8. EVALUACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVACIÓN DE LAS PLAQUETAS Y DE LOS 

LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES (PMN)-AGREGADOS PLAQUETARIOS 

Se reclutaron nueve participantes sanos (sin ningún tratamiento) entre el 

personal de la Universidad Católica de Murcia (UCAM). Las muestras de sangre 

fresca se recogieron en tubos Vacutainer comerciales de 2 mL de citrato de sodio 

(32%) y EDTA utilizando una aguja de calibre 20 (se descartó el primer mililitro). 

Las extracciones de sangre se realizaron de acuerdo con la declaración de Helsinki 

y fueron aprobadas por el Comité Ético de Investigación de la UCAM. Todos los 

participantes dieron su consentimiento informado por escrito. 

Se prepararon diluciones salinas de 0,2 µg de oxilipinas caracterizadas (Tabla 

2) y distintos agonistas plaquetarios y se añadieron a 40 µL de sangre citratada 

fresca (hasta una concentración final de 129 nM) durante 10 min. Seguidamente se 

analizaron los marcadores de activación plaquetaria mediante citometría de flujo 

(FCM). En el dotplot FSC vs SSC e distinguieron las subpoblaciones plaquetarias 

(plaquetas normales y agregados plaquetarios (PA)) presentes en sangre total y en 

función de la presencia del receptor de membrana constitutivo de las plaquetas 

CD42b (glicoproteína Ib) y CD61 (glicoproteína IIIa, para los agregados 

plaquetarios). A continuación, se evaluó la expresión superficial de los marcadores 

de activación de plaquetas, como el CD62P (P-selectina) y el CD36 (glicoproteína 

IV), tal como ya se ha publicado (Montoro-García et al., 2014; van Velzen et al., 

2012). Tras la incubación (con el extracto y los agonistas), la sangre total (5 µL) se 

incubó con CD61--isotiocianato de fluoresceína (FITC), CD62P-BV786, CD42b-

allophycocyanin (APC) y CD36-phycoerythrin (PE) (todos de BD Biosciences, 

Oxford, Reino Unido) durante 15 minutos, se diluyó con 1 mL de PBS filtrado y 

luego se analizó en el citómetro de flujo FACS Fortessa (BD, Becton Dickinson, 

Oxford, Reino Unido). También se evaluaron los controles positivos de la 

activación de las plaquetas tras la incubación de la sangre total durante 2 min con 

adenosina-5'-difosfato (ADP, 0,02 mmol/L; Biodata Corporation, Horsham, PA, 

EE.UU) y ácido araquidónico (AA, 0,25 mg/mL; Biodata Corporation, Horsham, 

PA, EE. UU.) que producen una agregación monofásica, completa e irreversible 

(Hechler et al., 2005). 
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Tabla 2. Niveles de oxilipinas (FitoP y FitoF, ng/muestra) en la materia prima, después de la extracción con 

metanol 

 

 FitoP Z FitoF Y 

Muestra FP-1 FP-2 FP-3 FP-4 FP-5 FP-6 FP-7 Total FF-2 FF-3 Total 

1 38,5 1591 55,1 0,2 3,1 9,0 13,6 1717,9 23,1 13,6 208,7 

2 25,2 752 26,7 <0,1 1,1 3,6 7.0 717,2 31,7 6,7 1036,7 

3 52,8 1967 44,8 0,2 3,4 10,0 12,1 2100,6 7,7 12,1 827,4 

Z FP-1, 9-F1t-FitoP; FP-2, 9-D1t-FitoP; FP-3, ent-16-F1t-FitoP + ent-16-epi-16-F1t-FitoP; FP-4, 16-B1t-

FitoP; FP-5, 9-epi-9-F1t-FitoP; FP-6, 9-L1t-FitoP; FP-7, 9-epi-9-D1t-FitoP. Y FF-1, ent-16-(RS)-9-epi-ST-

Δ14-10-FitoF; FF-2, ent-16-(RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF; FF-3, ent-9-(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF. 

 

Los anticuerpos monoclonales anti-CD14-BUV395 y CD42b-APC se 

mezclaron con 50 μL de sangre total fresca anticoagulada con EDTA en tubos 

TruCount (todo de BD). Esto tubos contienen un número estrictamente definido de 

beads de recuento fluorescentes. Tras la incubación durante 15 min, los hematíes 

se lisaron con 450 μL de solución lisante (BD, Oxford, Reino Unido) durante 15 min, 

seguida de dilución en 1 mL de PBS y se analizó mediante FCM inmediatamente. 

Los monocitos y otros leucocitos polimorfonucleares (PMN) se seleccionaron 

mediante una estrategia de separación basada en la dispersión frontal y lateral para 

seleccionar los monocitos y la dispersión lateral frente a la expresión de CD14 para 

excluir los granulocitos (algunos linfocitos y neutrófilos podrían incluirse también 

en esta separación, de ahí que no se puede considerar la población de monocitos 

exclusivamente) (Figura 9). Los recuentos absolutos de leucocitos CD14+ (en 

células por microlitro) se obtuvieron calculando el número de eventos proporcional 

al número de beads de recuento, de acuerdo con las recomendaciones del 

fabricante. Los agregados leucocito-plaqueta se definieron como eventos positivos 

a CD14+ y al marcador plaquetario CD42b+ (Shantsila et al., 2014). El número de 

eventos recogidos fue de 10.000 eventos CD14++. Los controles de isotipo para 

todos los ensayos de FCM se realizaron con diferentes anti-IgG1 monoclonales (BD 

Biosciences). 
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Figura 9. Estrategia de selección de monocitos y otras células PMN (basada en FSC y SSC). (A) La 

P3seleccionada se analizó posteriormente basándose en las uniones CD14-BUV395 (P8) y CD42b-APC (Q2) 

en (B) condiciones de control (PBS). Después de 30 min en presencia de: (C) 100 nM 9-D1t-FitoP. (D) 20 nM 

PGE2. (E) 200 nM Sulprostona. (F) 300 nM L798,106. (G) 20 nM PGE2 más 100 nM 9-D1t-FitoP. (H) 200 

nM Sulprostona más 100 nM 9-D1t-FitoP. (I) 300 nM L798,106 más 100 nM 9-D1t-FitoP 

 

La sangre citratada y anticoagulada con EDTA se incubó con ligandos de los 

receptores EP3 y EP4 durante 10 min a temperatura ambiente (TA). En total, se 

utilizaron 200 nM de Sulprostona (agonista) y 600 nM de L798,106 (antagonista) 

para estimular el receptor EP3. Mientras que para estimular el receptor EP4 se 

utilizaron 600 nM Cay10598 (agonista) y ONO AE3-208 (antagonista), también se 

utilizaron 20-40 nM PGE2 en las mismas condiciones. La sangre total se incubó con 

20-100 nM de 9-D1t-FitoP purificado más los ligandos mencionados y, a 

continuación, se procesó mediante FCM. 
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4.9. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR 

La toxicidad de la 9-D1t-FitoP (hasta 1 µM, 0,01% DMSO) disuelta en medio 

completo se testó en la línea celular Ea.hy926. Para ello, se sembraron células en 

crecimiento exponencial en una placa de 96 pocillos a una densidad de 104 

células/pocillo. Tras el tiempo de incubación (48 h y 6 días) con concentraciones 

crecientes de 9-D1t-FitoP, las células se incubaron con solución de AlamarBlue a una 

concentración del 10% (ThermoFisher, Massachusetts, EE. UU.) durante 4 h a 37 °C. 

La viabilidad celular se calculó como la densidad óptica (DO) media de los 

pocillos/DO media de los pocillos de control y se expresó como porcentaje (%). 

4.10. ENSAYO DE MIGRACIÓN CELULAR 

Se estudió la migración celular utilizando la línea celular Ea.hy926 mediante 

un ensayo de cicatrización de heridas en medio estándar suplementado con un 5% 

de FBS. Se sembraron 30.000 células en placas de 35 mm con insertos de 

migraciónsiguiendo las instrucciones del fabricante (Ibidi, Martinsried, Alemania). 

Tras la adecuada fijación de las células y la formación de la monocapa (alrededor 

de 24 h), los insertos se retiraron con pinzas estériles para crear un campo de 

heridas de aproximadamente 500 µm. Las células desprendidas se eliminaron 

suavemente con DPBS antes del tratamiento. Las células confluentes se incubaron 

en uno de los siguientes tratamientos: control (0,01% DMSO), 300 nM PGE2 o 300 

nM 9-D1t-FitoP. A continuación, las células se colocaron en un incubador de cultivo 

celular y se dejaron migrar. A las 0 y 7 h (fase de crecimiento lineal) (Alburquerque 

et al., 2020, 2021). Se fotografiaron 10 campos de la zona lesionada con un 

microscopio invertido de contraste de fases con un aumento de 10×. Para cada 

punto temporal, se determinó el área descubierta por las células mediante el 

software Image J (National Institute of Health, Bethesda, MD, EE. UU.). Cada 

tratamiento se realizó por triplicado. 
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La velocidad de migración del cierre de la herida se dio como el porcentaje 

del área recuperada en cada punto temporal, en relación con el área cubierta 

inicialmente (t0). La velocidad de cierre de la herida (%/h) se calculó según la 

siguiente ecuación y las pendientes se expresan como porcentajes relativos a las 

condiciones de control: 

 

Pendiente (% área/h) = (% área cubierta/ t x)-(% área cubierta t o)(t x -t o) 

4.11. ACTIVIDAD BIOLÓGICA EN UN MODELO DE DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 

Para estudiar los efectos que la oxilipina 9-D1t-FitoP producía sobre el 

fenotipo de EA.hy926, se sembraron las células en placas de 24 pocillos a razón de 

8 x 104 células/pocillo en DMEM suplementado con 5% de FBS y se trataron con 100 

nM de 9-D1t-FitoP (por triplicado) durante 16 h, tal y como se había publicado 

previamente (Martínez-Sánchez et al., 2020). A continuación, se añadieron 20 

ng/mL de TNF-α o 100 nM de PGE2 durante un tiempo de incubación adicional de 

6 h. 

Se extrajo el ARN total de las células EA.hy926 utilizando 300 µL del reactivo 

Trisure (Bioline, Taunton, MA, EE. UU.) y Direct-Zol RNA MiniPrep (Zymo 

Research Irvine, Irvine, CA, EE. UU.) según el protocolo del fabricante. El ARN 

total se transcribió inversamente en ADN complementario utilizando un kit de 

síntesis Sensifast cDNA™ (Bioline, Taunton, MA, EE. UU.). Los niveles de ARNm 

de los genes diana se cuantificaron mediante RT-PCR utilizando un kit SensiFAST 

SYBER Hi-ROX (Bioline, Taunton, MA, EE. UU.) en un sistema de PCR en tiempo 

real StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Brevemente, se 

añadieron 5 µl de ADNc diluido 1:5 a la reacción de qPCR que contenía 10 µl de 2X 

SensiFAST Mix y 400 nM de cada cebador en un volumen total de 20 µl. 

Se adquirieron cebadores específicos y validados para distintos genes 

humanos como actina, marcador de adhesión intercelular-1 (ICAM-1), marcador 

de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1), óxido nítrico sintasa endotelial (NOS3), 

interleucina-6 (IL-6) y COX-2 (PGST) (todos ellos de Sigma-Aldrich Chemical Co., 

Saint Louis, MO, EE. UU.). La expresión relativa de ARNm de los genes de interés 

se representó mediante: 2ˆ(-DDCT) = [CT (gen de interés) - CT (Actina)]prueba - 

[CT (gen de interés) - CT (Actina)] control. 
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La cuantificación relativa de la expresión génica se evaluó mediante el 

método comparativo de cambio de pliegues 2ˆDDCT (Livak & Schmittgen, 2001). 

Se utilizó un valor medio de cada gen diana tras la normalización de la actina en el 

punto temporal que mostraba la expresión más alta como calibrador para 

determinar los niveles relativos en el resto de las condiciones experimentales. 

Todos los experimentos y reacciones de qPCR se realizaron por triplicado. 

4.12. DOCKING CIEGO 

La técnica de Blind Docking (BD) se aplicó al estudio de las interacciones de 

los ligandos seleccionados contra el receptor de prostaglandinas EP3. El método 

BD permite calcular los hotspots de interacción más probables para un 

determinado ligando en la superficie de la proteína seleccionada (Tapia-Abellán et 

al., 2019). 

En cuanto a la preparación del archivo de entrada, se obtuvo la estructura 

cristalizada del receptor EP3 con el PDB:6M9T 

(https://www.rcsb.org/structure/6M9T) (Berman et al., 2000). El archivo PDB se 

procesó con las herramientas de Maestro: Protein Preparation Wizard se utilizó 

para refinar la estructura, para evitar choques entre átomos, y System Builder se 

utilizó para obtener las cargas utilizando el campo de fuerza OPLS3e (Roos et al., 

2019). Finalmente, se obtuvo la estructura en formato mol2. Los ligandos PGE2 y L-

798,106 se prepararon con la herramienta LigPrep de Maestro aplicando el campo 

de fuerza OPLS3e. Además, ambas moléculas fueron procesadas con la 

herramienta LigPrep de Maestro para calcular las cargas de cada átomo utilizando 

el campo de fuerza OPLS3e. Las estructuras resultantes se guardaron en formato 

mol2.   

Al realizar las ejecuciones de consenso de BD, se seleccionaron dos softwares 

de acoplamiento molecular, Autodock Vina (Trott & Olson, 2010) y Lead Finder 

(Stroganov et al., 2008) y se especificó un tamaño de caja de rejilla cuyas 

dimensiones eran 30×30×30 Å con parámetros por defecto. Todos los cálculos de 

BD se llevaron a cabo utilizando el conjunto de scripts MetaScreener 

(https://github.com/bio-hpc/metascreener). Lead Finder acepta archivos de 

proteínas y ligandos directamente en formato mol2, y para Vina, todas las 

moléculas se prepararon utilizando cargas Gasteiger (Gasteiger & Marsili, 1980) 

https://www.rcsb.org/structure/6M9T
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con AutoDockTools (https://autodock.scripps.edu/) y se convirtieron al formato 

pdbqt. En el proceso BD, se realizan varios cálculos de docking en paralelo, con una 

instancia del ligando que comienza en cada carbono alfa del modelo de proteína. 

A continuación, se generó una distribución de valores de puntuación de docking 

como aproximación de las energías de unión y sus grupos estructurales de poses 

(Tapia-Abellán et al., 2019). Por último, se estudiaron los cálculos individuales de 

BD obtenidos por cada motor de docking para obtener un consenso de BD con la 

superposición y las puntuaciones de ambos métodos. La función de puntuación de 

ambos algoritmos considera el término de Lennard-Jones (LJ), los enlaces de 

hidrógeno (enlaces H), las interacciones electrostáticas, la estabilización 

hidrofóbica, la penalización entrópica debida al número de enlaces rotatorios y la 

energía interna de cada ligando. Las interacciones entre los ligandos estudiados y 

los residuos de la proteína se calcularon mediante PLIP (https://plip-tool.biotec.tu-

dresden.de/plip-web/plip/index). 

4.13. DINÁMICA MOLECULAR 

 Para cada ligando, se seleccionaron los grupos de interacciones más 

relevantes tras los cálculos de BD y se especificaron las posturas específicas del 

ligando. A continuación, se seleccionaron dichas poses para realizar una 

simulación de Dinámica Molecular (MD). Además, y para comparar con los 

resultados experimentales conocidos, se preparó con Maestro la pose 

cristalográfica del misoprostol (código J9P) de la entrada 6M9T para ejecutar otra 

MD. Los tres cálculos de MD se realizaron con el software Maestro-Desmond 

(Desmond Molecular Dynamics System, D. E. Shaw Research, New York, NY, 2020. 

Maestro-Desmond Interoperability Tools, Schrödinger, Nueva York, NY, 2020). Los 

complejos proteína-ligando se insertaron en una membrana de POPC (1-palmitoyl-

2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) (Koynova & Caffrey 1995) a 300K, mientras 

que la región transmembrana se obtuvo siguiendo los datos de la base de datos 

UniProt (https://www.uniprot.org/). Los complejos creados se sumergieron en una 

caja llena de moléculas de agua utilizando el esquema de carga puntual simple 

(SPC). La dimensión de la caja se fijó en 10x10x10 Å. Se añadieron iones Cl- y Na+ 

para obtener una concentración final de NaCl de 0,15 M. La minimización de la 

energía se llevó a cabo mediante 2000 pasos utilizando el método de descenso más 

pronunciado con un umbral de 1,0 kcal/mol/Å. Se utilizaron condiciones de 

https://autodock.scripps.edu/
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contorno periódicas, y se estableció un corte de 9 Å para las interacciones de van 

der Waals, y el método Particle Mesh Ewald (PME) con una tolerancia de 10-9 se 

utilizó en la parte electrostática. Las simulaciones NPT se realizaron a 300 K con el 

algoritmo Nosé-Hoover (Tapias et al., 2016), y la presión se mantuvo a 1 bar con el 

barostato Martyna-Tobias-Klein (Martyna et al., 1994). En todas las ejecuciones se 

utilizó el mismo campo de fuerza empleado para preparar las moléculas (Roos et 

al., 2019). Todas las ejecuciones tuvieron un tiempo de simulación de 100 ns. 

4.14. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los tratamientos y extracciones se realizaron por triplicado (n = 3) y los 

datos se expresaron como la media ± DE. Todas las pruebas estadísticas se 

realizaron al 5% del nivel de significación utilizando el software SPSS 25.0 (LEAD 

Technologies, Inc., Chicago, EE. UU.). Todos los datos fueron sometidos a un 

análisis de varianza unidireccional (ANOVA), confirmando que se cumplieron los 

requisitos en lo que respecta a la distribución normal y la homogeneidad de 

varianza, a través del Kolmogorov-Smirnov (con corrección de Lilliefors) y Pruebas 

de Levene, respectivamente. Cuando se identificaron las diferencias estadísticas, 

las variables se compararon mediante la prueba de rango múltiple de Tukey.  
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V- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 LOS FITOPROSTANOS Y FITOFURANOS MODULAN LOS MARCADORES DE 

INFLAMACIÓN LIGADOS A LA ENZIMA CICLOOXIGENASA-2 EN MONOCITOS THP-1 

ESTIMULADOS CON LIPOPOLISACÁRIDO BACTERIANO MEDIANTE UN ENFOQUE 

LIPIDÓMICO 

Es sabido que los monocitos y macrófagos son elementos clave del sistema 

inmunológico innato y del proceso inflamatorio (Parihar et al., 2010). Por tanto, la 

denominada THP-1 es una línea celular monocítica de leucemia humana, 

caracterizada por una fuerte correspondencia con la fracción monocítica de las 

células mononucleares de sangre periférica, que conserva una sólida capacidad 

para sintetizar muchas moléculas relacionadas con el proceso inflamatorio 

(Auwerx, 1991). Aunque las células THP-1 pueden no expresar características 

coincidentes en relación con los monocitos primarios y sus mecanismos 

reguladores, se caracterizan por sus propiedades fisiológicas, que son 

características de los monocitos primarios in vivo (Sharif et al., 2007). Debido a esto, 

la línea celular THP-1 ha sido ampliamente utilizada como modelo para estudiar 

las vías moleculares involucradas en las respuestas inflamatorias, inmunológicas 

y para evaluar la capacidad de determinados compuestos presentes en los 

alimentos en la modulación de dichas vías, las cuales están ligadas al desarrollo de 

determinados estados fisiopatológicos (Sharif et al., 2007). En el presente capítulo, 

abordaremos a través de un enfoque lipidómico, la capacidad de los FitoP y FitoF 

de modular las oxilipinas humanas generadas en monocitos tras un estímulo 

proinflamatorio, lo que nos aportará una relevante información sobre la actividad 

funcional de las oxilipinas vegetales, presentes en una amplia diversidad de 

matrices alimentarias, sobre la sobreproducción de radicales libres y la respuesta 

inflamatoria crónica, el binomio común que incrementa el desarrollo de 

enfermedades crónicas no transmisibles.  



104                         MARÍA CAMPILLO CANO 

 

5.1.1. Respuesta inflamatoria desencadenada por LPS en la línea celular 

monocítica humana THP-1, in vitro 

Como se mencionó anteriormente, este trabajo tuvo como objetivo conocer 

la capacidad de los FitoP y FitoF individuales para modular la respuesta de PG 

desencadenada durante la inflamación inducida por LPS en células monocíticas 

THP-1. Sobre este aspecto, la hipótesis de partida fue que las oxilipinas vegetales 

(FitoP y FitoF) son capaces de modular el perfil de PG en el curso de un proceso 

inflamatorio. 

5.1.1.1. Viabilidad de la línea celular monocítica humana THP-1 

Antes de evaluar la capacidad de FitoP y FitoF para modular la inflamación, 

no abordado hasta la fecha, y para evitar los efectos nocivos de estas oxilipinas 

vegetales en las células THP-1 durante el ensayo de inflamación, se evaluó el efecto 

citotóxico de FitoP y FitoF contra las células THP-1 humanas. Con este objetivo, se 

llevó a cabo un ensayo XTT después de 24 y 48 h en presencia de concentraciones 

decrecientes de los FitoP individuales, 9-F1t-FitoP, 9-epi-9-F1t-FitoP, ent-16-F1t-

FitoP, ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP y 9-L1-FitoP, y los FitoFent-16 

(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF y ent-16(RS)-13-epi-ST-

Δ14-9-FitoF (100.000, 50.000, 25.000, 5.000 , 1.000, 0.200, 0.020 y 0.002 µM) (Figura 

10). 
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Figura 10. Actividad citotóxica de los FitoP (9-F1t-FitoP, 9-epi-9-F1t-FitoP, ent-16-F1t-FitoP, ent-16-

epi-16-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP, y 9-L1-FitoP) y los FitoF (ent-16(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, ent-

9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF y ent-16(RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF). Se evaluó la citotoxicidad sobre las 

células THP-1 (línea celular monocítica humana) de concentraciones decrecientes de FitoP y FitoF (100.000, 

50.000, 25.000, 5.000, 1.000, 0.200, 0.020 y 0.002 µM) mediante un ensayo XTT durante la fase de crecimiento 

logarítmico de los monocitos. La citotoxicidad se expresa como media ± SD del porcentaje de viabilidad a las 24 

y 48 horas en relación con el control. Las disminuciones significativas de la viabilidad celular en relación con 

las condiciones de control después de 24 horas se fijaron en p<0,05 (*) y después de 48 horas en p<0,05 (#).  
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Los resultados obtenidos evidenciaron una mínima modificación de la 

viabilidad de las células THP-1 cuando se expusieron a altas concentraciones de 

FitoP y FitoF individuales. En este sentido, el rango de concentraciones probadas 

para las diez oxilipinas vegetales evaluadas no disminuyó significativamente la 

viabilidad de las células THP-1 después de 24 h, en relación con el control no 

tratado, excepto para ent-16-F1t-FitoP y ent-16(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, que indujo 

una reducción significativa en la viabilidad a 5 µM (15,3% menor que el control, 

en promedio). Al evaluar la citotoxicidad después de 48 h, nuevamente, no se 

observó ningún efecto citotóxico. Por el contrario, la exposición a altas 

concentraciones de FitoP y FitoF, en general, provocó un aumento significativo en 

la viabilidad de las células, con respecto a 16-B1-FitoP (5,00-0,02 µM provocó un 

aumento de 13,5%, en promedio), 9-L1-FitoP (100,00-0,20 µM aumentó un 20,5%, 

en promedio), y ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF (100,00-1,00 µM incrementó un 

14,2% , en promedio) (Figura 10). 

En consecuencia, el efecto citotóxico limitado atribuible a FitoP y FitoF 

después de 24 y 48 h podría depender de las similitudes estructurales con las 

oxilipinas de mamíferos (isoprostanoides),ya descritas como moléculas sin un 

efecto deletéreo en concentraciones homeostáticas. Por otro lado, la promoción de 

la viabilidad inducida por FitoP y FitoF, principalmente después de una 

exposición de 48 h para la mayoría de las concentraciones, podría estar relacionada 

con la diferencia en la estructura química de los FitoP y FitoF, que podría modificar 

la capacidad de dichas moléculas para penetrar en las células. Además, el aumento 

de la viabilidad celular también podría verse influenciado por la capacidad de 

FitoP y FitoF para proporcionar ventajas bioquímicas adicionales a las células, por 

ejemplo, contribuyendo al equilibrio redox en las células (Guaiquil et al., 2001). 

Esta hipótesis concuerda con descripciones previas sobre la citotoxicidad de 

extractos de FitoP y FitoF obtenidos de Gracilaria longissima (algas rojas 

comestibles) por Martínez-Sánchez et al., (2020), quienes reportaron que no existió 

ningún efecto citotóxico ni de proliferación celular, así como de inducción de 

muerte celular en células epiteliales intestinales (línea celular Caco-2) por FitoP y 

FitoF en concentraciones de hasta 50 ng / mL después de 48 h. 
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5.1.1.2 Modulación de la respuesta inflamatoria mediada a través de prostaglandinas 

intracelulares por oxilipinas vegetales después de la inflamación inducida por LPS 

Una vez demostrada la ausencia de citotoxicidad de FitoP y FitoF 

individuales con respecto a las células THP-1, se inició el estudio de su capacidad 

para modular la inflamación en monocitos inducida por LPS, monitorizando los 

cambios en el perfil cuantitativo de PG. Así, la capacidad de modular la respuesta 

inflamatoria se monitorizó evaluando un panel de 21 PG (ver Tabla 1), analizadas 

tanto en células como en el medio de crecimiento de las mismas para obtener el 

sumatorio de PG intra y extracelulares, proporcionando una imagen completa de 

la respuesta de PG. 

Este diseño experimental permitió proporcionar más información sobre la 

modulación inflamatoria específica de FitoP y FitoF individuales mediante la 

evaluación de cambios en la concentración intracelular y extracelular de las 7 PG 

que se encuentran en cantidades cuantificables (> LOQ) en las células THP-1 (15-

keto-PGF2α, PGF2α, 11β-PGF2α, PGE2, PGD2, PGDM y PGF1α). Asimismo, este 

trabajo aporta información complementaria con respecto a descripciones previas 

de las funciones biológicas de FitoP y FitoF, sobre el perfil de citocinas y/o el 

fenotipo de células inmunes, ya que estudios anteriores se enfocaron en una única 

oxilipina vegetal o en extractos vegetales completos de FitoP y FitoF (Gilles et al., 

2009; González et al., 2019; Gutermuth et al., 2007; Lee et al., 2018; Martínez-Sánchez 

et al., 2020; Pino-Ramos et al., 2019; Traidl-Hoffmann et al., 2005). En este sentido, 

el uso de extractos completos constituye un enfoque que permite recuperar 

resultados valiosos, aunque de alcance limitado. A este respecto, siguen siendo 

necesarias aportaciones experimentales adicionales para una comparación sólida 

sobre la contribución antiinflamatoria de las diversas oxilipinas vegetales 

individuales. De hecho, comprender la relevancia biológica de los distintos FitoP 

y FitoF permitiría seleccionar aquellos alimentos de origen vegetal que tengan el 

perfil cuantitativo adecuado, de acuerdo con las diversas condiciones 

fisiopatológicas, en este caso, la inflamación y el estrés oxidativo asociado. Debido 

a esto, no es sorprendente que la información resultante sobre las atribuciones 

biológicas, no solo con respecto a las oxilipinas vegetales sino a otros fitoquímicos 

bioactivos presentes en alimentos, siga siendo inconclusa. Por lo que, evidencias 

científicas robustas y consistentes, sobre la funcionalidad de estos fitoquímicos y 

sus mecanismos de acción, son necesarias para poder avanzar en tratamientos 
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coadyuvantes de procesos fisiopatológicos que cursan con estrés oxidativo e 

inflamación, el binomio común de una amplia variedad de enfermedades no 

transmisibles (Medina et al., 2013; Medina et al., 2017). 

En relación con el perfil cuantitativo intracelular de PG en lisados celulares 

de monocitos THP-1, tratados con FitoP y FitoF individuales como agentes que 

podrían prevenir la inflamación desencadenada por LPS, se cuantificaron 7 PG (15-

keto-PGF2α, PGE2, PGF2α, PGF1α, PGD2, 11β-PGF2α y PGDM) tanto en células control 

(no estimuladas con LPS (no treatment)), así como en células expuestas a LPS 

(Figura 11). 

Al evaluar el efecto de los diversos FitoP y FitoF sobre la modulación de la 

concentración de PGF2α inducida por LPS, se observó que casi todos los 

compuestos (9-F1t-FitoP, 9-epi-9-F1t-FitoP, ent-16-F1t-FitoP, ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 9-

D1t-FitoP, 16-B1-FitoP, ent-16(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, ent-9 (RS)-12-epi-ST-Δ10-13-

FitoF yent-16 (RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF) mitigaron significativamente el aumento 

de esta PG causada por LPS, proporcionando valores que oscilan entre 3,50 y 11,56 

ng / mL. Por el contrario, 9-L1-FitoP provocó un aumento significativo de la 

concentración intracelular de PGF2α, hasta 32,51 ng / mL (Figura 11). 
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Figura 11. Efecto del tratamiento con FitoP y FitoF individuales de células monocíticas THP-1 

estimuladas con LPS en el perfil cuantitativo intracelular de PG (ng / mL). Las PG se determinaron en los 

extractos de células THP-1 preexpuestas a los 50 µM de las oxilipinas vegetales individuales durante 24 horas, 

seguida de una coexposición con 100 ng/mL de LPS durante 24 horas adicionales. Los valores muestran la 

media ± SD (n=3). Las barras con letra mayúscula distina en cada gráfico de barras fueron significativamente 

diferentes a p<0,05, según la ANOVA y una prueba de rango múltiple de Tukey. 
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El nivel las oxilipinas humanas 15-keto-PGF2α y PGE2 (0,018 y 0,033 ng / mL, 

respectivamente) aumentó en células estimuladas con LPS 2,1 veces, en promedio, 

hasta alcanzar 0,038 y 0,062 ng / mL, respectivamente. El aumento de 15-keto-PGF2α 

(un metabolito de PGF2α) en células estimuladas con LPS fue prevenido por 9-D1t-

FitoP, ya que disminuyó su concentración a niveles que no fueron 

significativamente diferentes (p> 0,05) con respecto a los niveles detectados en 

células control no tratadas (0,014 ng / mL). Sin embargo, ningún FitoP ni FitoF 

redujo significativamente la concentración de PGE2 inducida por LPS (aunque se 

identificaron tendencias de disminución en las células tratadas con 9-D1t-FitoP, 9-

F1t-FitoP, ent-16 (RS) -9-epi-ST-Δ14 -10-FitoF yent-16(RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF, estas 

no fueron significativas) (Figura 11). Por otro lado, las células THP-1 tratadas con 

9-F1t-FitoP, ent-16-epi-16-F1t-FitoP o ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF antes de la 

exposición a LPS exhibieron una concentración significativamente mayor de 15-

keto-PGF2α (0,057, 0,082 y 0,101 ng / mL, respectivamente) en relación con las 

células tratadas con LPS, mientras que para PGE2, ent-16-epi-16-F1t-FitoP y 16 -B1-

FitoP aumentó su concentración en células THP-1 en un 45,4%, en promedio 

(Figura 11). 

En las células THP-1, también se observó que la concentración de PGF1α 

aumentó de 0,013 ng / mL (células control) a 0,063 ng / mL (células expuestas a 

LPS). Con relación a la capacidad de FitoP y FitoF para proteger las células contra 

el efecto proinflamatorio de LPS con respecto a la concentración de PGF1α, se 

encontró que ninguno de los compuestos probados redujo significativamente el 

efecto de LPS. Sin embargo, la presencia de 9-epi-9-F1t-FitoP dio lugar a una 

concentración más baja (no estadísticamente significativa) (0,040 ng / mL) (Figura 

11). Por el contrario, algunos FitoP y FitoF impulsaron el aumento inducido por 

LPS en la concentración de PGF1α, permitiendo la detección de cantidades 

significativamente aumentadas (0,112, 0,115 y 0,106 ng / mL para 9-F1t-FitoP, 16-B1-

FitoP y ent-9 (RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF, respectivamente) (Figura 11). 

En cuanto a la presencia de PGD2, cuya concentración en células control (sin 

exposición a LPS) (0,024 ng / mL) experimentó un aumento significativo después 

de la exposición a LPS (0,037 ng / mL), 9-D1t-FitoP disminuyó la concentración 

intracelular de PGD2 inducida por LPS y permitió registrar una concentración 

incluso más reducida que la observada en células no tratadas (0,017 ng / mL). 

Además, 9-F1t-FitoP, ent-16-epi-F1t-FitoP, 16-B1-FitoP y ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-
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FitoF impulsaron el efecto proinflamatorio del LPS con respecto a PGD2, dando 

lugar a concentraciones significativamente superiores a las registradas en las 

células expuestas a LPS (0,064, 0,079, 0,051 y 0,103 ng / mL, respectivamente) 

(Figura 11). La tendencia registrada estaba relacionada con 11β-PGF2α, el principal 

metabolito de PGD2, que aumentó significativamente en las células THP-1 

expuestas a LPS hasta 0.335 ng / mL (concentración 3,3 veces mayor que las células 

de control no tratadas). De nuevo, el efecto proinflamatorio de este activador 

policlonal sobre la 11β-PGF2α no fue evitado por ninguno de los FitoP y FitoF 

individuales bajo evaluación. En contraste, 9-F1t-FitoP, 16-B1-FitoP y ent-9(RS)-12-

epi-ST-Δ10-13-FitoF reforzaron la capacidad de LPS para aumentar la concentración 

intracelular de 11β-PGF2α (0,593 ng / mL, en promedio, 5,9 veces más alto que las 

células de control), en relación con las células tratadas con LPS (Figura 11). 

Además, se encontró PGDM, uno de los metabolitos principales de PGD2 y 

un biomarcador utilizado para evaluar la producción endógena de PGD2, en 

monocitos THP-1 no tratados, donde su concentración aumentó en células tratadas 

con LPS (0,008 y 0,017 ng / mL, respectivamente). Una vez más, la mayoría de FitoP 

y FitoF parecían ser irrelevantes en términos de modular la concentración de 

PGDM. Aún así, algunos de ellos (9-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, ent-16-epi-16-F1t-FitoP 

yent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF), junto con LPS, contribuyeron al logro de 

concentraciones significativamente más altas (0,026, 0,025, 0,026 y 0,040 ng / mL, 

respectivamente). 

5.1.1.3.  Modulación de la respuesta inflamatoria mediada por prostaglandinas excretadas 

en el sobrenadante de las células por las oxilipinas vegetales después de la inflamación 

inducida por lipopolisacáridos 

El perfil cuantitativo (ng/mL) de PG en el medio de cultivo de monocitos 

THP-1 se muestra en la Figura 12. Las siete PG encontradas en los lisados celulares 

también estaban presentes en los sobrenadantes. Dos de las siete PG detectadas no 

se encontraron en células control no tratadas (PGF2αy su metabolito 15-keto-PGF2α). 

Por un lado, la PGF2α liberada al medio se redujo significativamente en presencia 

de 9-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP y 16-B1-FitoP y ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF, que una 

vez agregados al medio de cultivo como compuestos coadyuvantes contra el efecto 

proinflamatorio del LPS, mitigó la concentración de PGF2α en 1,60 veces, en 

promedio, en comparación con las células tratadas con LPS (10,26 ng / mL) (Figura 
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12). Por otro lado, la generación de 15-keto-PGF2α en células tratadas con todas las 

oxilipinas vegetales fue mayor que en las células expuestas solo al estímulo 

proinflamatorio, con la excepción de ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF, que no 

mostró diferencias significativas con respecto a las células tratadas con LPS. A este 

respecto, todas las condiciones experimentales permitieron detectar 

concentraciones de este metabolito, en el medio de crecimiento (0,021-0,056 ng / 

mL), más altas que las encontradas en las muestras correspondientes a las células 

control, no tratadas, en las que no se detectó (Figura 12). 
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Figura 12. Efecto del tratamiento con fitoprostanos y fitofuranos individuales de las células monocíticas 

THP-1 estimuladas por LPS en la liberación de prostaglandinas en el medio de crecimiento (ng / mL). Las 

prostaglandinas se determinaron en los extractos de células enteras de las células THP-1 preexpuestas a los 50 

µM de las oxilipinas individuals de la planta durante 24h, seguidas de una coexposición de 24h con 100 ng/mL 

de LPS. Los valores muestran la media ± SD (n=3). Las barras fueron significativamente diferentes a p<0,05, 

según el ANOVA y la prueba de rango multiple de Tukey.  
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Con respecto a la PGE2 liberada al medio, su concentración aumentó 1.8 veces 

(0,309 ng / mL) como resultado de la exposición a LPS, en comparación con las 

concentraciones detectadas en las células control (0,169 ng / mL) (Figura 12). Todas 

las oxilipinas vegetales ensayadas disminuyeron la concentración de PGE2 en el 

medio de crecimiento, siendo 9-F1t-FitoP y 9-L1-FitoP los compuestos más eficientes, 

en concentraciones que fueron incluso más bajas que las descritas en las células 

control (Figura 12). 

En cuanto a PGF1α, la liberación en el medio de crecimiento también se 

incrementó 10 veces en los monocitos THP-1 expuestos a LPS (0,091 ng / mL) en 

relación con las células no tratadas (0,009 ng / mL) (Figura 12). Sin embargo, 

curiosamente, algunos FitoP y FitoF (9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP, ent-16(RS)-9-epi-ST-

Δ14-10-FitoF y ent-16(RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF) o pudieron prevenir el aumento de 

los niveles de esta PG inducidos por LPS, dando lugar a concentraciones de PGF1α 

que fueron significativamente más bajas que las registradas en monocitos 

expuestos al estímulo proinflamatorio (0,057 ng / mL, en promedio). Además, tres 

FitoP, 9-epi-9-F1t-FitoP (0,117 ng / mL), ent-16-F1t-FitoP (0,117 ng / mL), y 

especialmente 9-F1t-FitoP (0,247 ng / mL) mejoraron el efecto del LPS con respecto 

a la síntesis de PGF1α (Figura 12). 

Por otro lado, la concentración de PGD2 liberada en el medio de crecimiento 

aumentó significativamente (9,8 veces) por la exposición a LPS (Figura 12). En este 

contexto, cuatro FitoP (9-F1t-FitoP, ent-16-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP y 16-B1-FitoP) 

mitigaron el aumento de PGD2 provocado por LPS. Sin embargo, para ent-9(RS)-12-

epi-ST-Δ10-13-FitoF, tuvo un efecto inflamatorio, liberando mayor cantidad de 

PGD2al medio (0,163 ng / mL) que la detectada en las células expuestas solamente 

a LPS bacteriano. Por el contrario, ent-16-F1t-FitoP y ent-16-epi-16-F1t-FitoP 

redujeron significativamente la concentración del metabolito de PGD2 (11β-PGF2α) 

en el medio de crecimiento (0,284 ng / mL) y 16-B1-FitoP (0,202 ng / mL, en 

promedio). Paralelamente, los tres FitoF (ent-9(RS) -12-epi-ST-Δ10-13-FitoF, ent-

16(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, y ent-16(RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF) proporcionaron un 

estímulo colaborativo al efecto provocado por el LPS, aumentando la concentración 

de 11β-PGF2α significativamente (0,403 ng / mL, en promedio) (Figura 12). Al 

evaluar la modulación de la concentración de otro metabolito de PGD2 (PGDM) 

debido a los tratamientos aplicados a las células THP-1, se observó que su 

concentración en el medio de crecimiento se incrementó 1,6 veces después de la 
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exposición a LPS (Figura 12), aunque el incremento observado no fue 

estadísticamente significativo (p >0,05). No obstante, dos FitoP (9-L1-FitoP y 16-B1-

FitoP) y un FitoF (ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF) disminuyeron la cantidad de 

PGDM liberado al medio, detectando concentraciones finales de 0,015, 0,012 y 0,010 

ng / mL, respectivamente (Figura 12). 

5.1.2. Desentrañar el papel de los fitoprostanos y fitofuranos como 

moduladores del perfil de prostaglandinas de monocitos THP-1 estimulados con 

lipopolisacáridos 

Aunque los cambios en las concentraciones intra y extracelulares de PG como 

resultado de la aplicación de FitoP y FitoF individuales como agentes preventivos 

de la inflamación, podrían indicar actividades biológicas controvertidas de los 

compuestos diana, debe tenerse en cuenta que ambos son el resultado del 

metabolismo de las células THP-1. En consecuencia, esto implicaría que las diversas 

oxilipinas humanas monitorizadas en el presente trabajo podrían caracterizarse por 

cinéticas distintas, no solo en lo que respecta a su síntesis sino también a su 

secreción extracelular. En este sentido, considerar el nivel de estas oxilipinas en su 

conjunto (concentraciones acumulativas intra y extracelulares) ayudaría a 

comprender la capacidad real de FitoP y FitoF individuales para modular la 

respuesta inflamatoria. 

Así, en este contexto, aplicando un enfoque analítico lipidómico, como el 

descrito en la presente Tesis Doctoral, se observó que la concentración de las PG, 

PGE2 y PGDM, no se modificó significativamente ni por la exposición al estímulo 

proinflamatorio aplicado, ni por el tratamiento con oxilipinas vegetales (Figura 13). 

Además, con respecto a la capacidad de estos compuestos para prevenir la 

modulación de la síntesis de PG inducida por LPS, el aumento detectado para las 

PG, 15-keto-PGF2α, PGF1α y 11-β-PGF2α no fue revertido por ni por FitoP ni FitoF 

individuales. De hecho, con respecto a determinados FitoP y FitoF, se observó una 

actividad biológica que refuerza el efecto proinflamatorio del LPS bacteriano. Esto 

se observó para la 15-keto-PGF2αdonde casi todos los FitoP y FitoF, aunque de 

manera no significativa, exhibieron la capacidad de aumentar la concentración 

registrada al tratar células THP-1 con LPS en 1,7 veces, en promedio.  Una tendencia 

similar también fue detectada para PGF1α y 11-β-PGF2α, para las cuales las 
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oxilipinas vegetales aumentaron su concentración hasta 2,3 y 1,7 veces, en 

promedio, en relación con las células tratadas solamente con el estímulo 

inflamatorio (0,077 y 0,310 ng / mL, respectivamente). Además, para estas dos PG, 

el aumento fue estadísticamente significativo (p <0,01) para 9-F1t-FitoP (0,179 ng / 

mL) y ent-16(RS)-9-epi-ST-∆14-10-FitoF (0,527 ng / mL) (Figura 13). 

Por el contrario, las oxilipinas vegetales también presentaron actividad 

biológica para mitigar el aumento de PG específicas inducidas por LPS. En este 

sentido, el aumento inducido en la concentración de PGF2α fue evitado 

significativamente por ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP, ent-16(RS)-9-

epi-ST -∆14-10-FitoF y ent-16(RS)-13-epi-ST-∆14-9-FitoF, que restauraron los valores a 

niveles de los controles no tratados (Figura 13). De manera similar, con respecto 

específicamente a PGD2, aunque la mayoría de los FitoP y FitoF evaluados no 

proporcionaron una mitigación significativa de los cambios proinflamatorios 

inducidos por LPS, 9-D1t-FitoP redujo su nivel a los valores encontrados muestras 

control. Aunque, es importante mencionar que nuevamente ent-16(RS)-9-epi-ST-

∆14-10-FitoF reforzó el aumento de PGD2 inducido por LPS, dando lugar a 

concentraciones aún significativamente mayores (0,133 ng / mL) (Figura 13). 
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Figura 13. Diagrama de Caja-Bigotes (BoxPlot) con cuartiles (valores superiores al 75%, mediana del 

50% y valores inferiores del 25%) del efecto in vitro de los FitoP y FitoF sobre las prostaglandinas totales 

(intraceloulares y extracelulares) de las células THP-1 preexpuestas a 50µM de oxilipinas vegetales individuals 

durante 24 horas, seguidas de un tratamiento de 24 horas con 100 ng/mL de LPS. Laletra mayúscula diferente 

en cada diagrama indicadiferencias estadísitcas (p<0,05), según el análisis de varianza (ANOVA) y la prueba 

de rangos multiples de Tukey. 
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Las actividades biológicas de FitoP y FitoF se han invetigado en base a su 

similitud estructural con oxilipinas de mamíferos derivadas del ácido araquidónico 

(C20: 4, n-6, AA) (isoprostanos y prostaglandinas) que presentan importantes 

funciones biológicas, ya que son considerados marcadores de la peroxidación 

lipídica (Galano et al., 2017). En este sentido, hasta la fecha, la bioactividad de FitoP 

y, en menor grado, de FitoF, se ha descrito principalmente por su poder 

inmunomodulador (González et al., 2019; Gilles et al., 2009; Gilles et al., 2010; 

Mariani et al., 2007; Oeder et al., 2015; Soh et al., 2019; Traidl-Hoffmann et al., 2005), 

actividad anticancerígena (Gutiérrez-Pajares et al., 2019), y potencial 

antiinflamatorio (González et al., 2019; Marnett et al., 2000; Martínez-Sánchez, et al., 

2020; Minghetti et al., 2014; Roberts & Morrow, 2002; Straus & Glass, 2001). Sin 

embargo, a pesar de dichas evidencias científicas, el conocimiento actual sobre las 

funciones biológicas de estos compuestos aún es escaso, y se limita a evaluar 

extractos de plantas enteras y, en casos excepcionales, algunos FitoP individuales 

(por ejemplo, 16-E1-FitoP). Al mismo tiempo, sigue existiendo una brecha de 

información sobre el interés biológico de la mayoría de FitoP y FitoF descritos hasta 

la fecha. 

En este contexto, la disponibilidad actual de una amplia gama de estándares 

de FitoP y FitoF sintetizados (Cuyamendous et al., 2016; Cuyamendous et al., 2017; 

El Fangour et al., 2004; El Fangour et al., 2005; Guy et al., 2004; Pinot et al., 2008) han 

permitido diseñar ensayos experimentales que contribuirán a aclarar las funciones 

biológicas de estas oxilipinas vegetales, proporcionando información valiosa que 

puede completar el conocimiento actual. En cuanto a los diversos aspectos 

planteados, uno que debe abordarse es la capacidad de FitoP y FitoF para modular 

la concentración de isoprostanoides de mamíferos. Esto es de particular relevancia 

debido al papel de los isoprostanoides en una amplia gama de eventos 

fisiopatológicos, como la inmunomodulación, vasoconstricción, activación 

plaquetaria y antiagregación, contracción del músculo liso de los bronquios y 

propiedades antiinflamatorias e inductoras de apoptosis (Medina et al., 2014). Por 

lo tanto, describir la capacidad de FitoP y FitoF para modular el nivel de PG 

durante la inflamación permitiría comprender mejor el interés biológico y 

funcional de las oxilipinas vegetales. 

En cuanto a la capacidad inmunomoduladora ya demostrada de los FitoP, ha 

sido atribuida debido a la analogía estructural con PG humanas (por ejemplo, 16-
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E1-FitoP vs. PGE2) (Traidl-Hoffmann et al., 2005). Esta similitud estructural permite 

que 16-E1-FitoP imite la funcionalidad de PGE2, inhibiendo así la producción de 

interleucina (IL)-12 por las células dendríticas y la activación de los mecanismos 

dependientes del receptor gamma activado para proliferación de peroxisoma 

(PPAR-γ), que a su vez provocan la inhibición del factor nuclear kappa-potenciador 

de la cadena ligera de las células B activadas (NF-κB) (Gilles et al., 2009; Traidl-

Hoffmann et al., 2005). Curiosamente, estas vías también están involucradas en la 

inflamación y podrían indicar que la modulación del nivel de PG que se logra 

cuando se expone a un estímulo proinflamatorio, podrían estar relacionada con un 

efecto antiinflamatorio de FitoP y FitoF (Figuras 11 y 12). 

De hecho, además de las competencias inmunomoduladoras, los 

isoprostanoides humanos también se han asociado explícitamente a la actividad 

antiinflamatoria debido a la presencia de un sistema de anillo A, J o desoxi-J en su 

estructura (Straus & Glass, 2001). Por lo tanto, la presencia de estos grupos 

reactivos (grupos hidroxilo y keto) en el anillo de ciclopentenona, y propiedades 

electrofílicas adicionales presentes en la estructura química de FitoP y FitoF, han 

llevado a la evaluación de bioactividades coincidentes sobre la modulación de la 

inflamación por estas oxilipinas vegetales. En este sentido, la evaluación de 

diversas FitoP sobre funciones antiinflamatorias ha permitido señalar las series 9 y 

16 de FitoP A1, B1 y desoxi-J1, como aquellas con mayor potencial antiinflamatorio 

(Marnett et al., 2009), atribuido a su analogía estructural con la PGA1 y la desoxi-

PGJ2identificadas en mamíferos (Roberts & Morrow, 2002). 

 Por otro lado, y teniendo en cuenta la vida media tan corta de las PG 

primarias, en el presente estudio, las PG también se monitorizaron después de una 

hidrólisis enzimática que rompe los restos glucurónidos unidos a las PG (Moita et 

al., 2013), determinando así todos los isoprostanoides presentes en los lisados y 

sobrenadantes de las células y evitando subestimaciones en su concentración 

(Medina et al., 2012a). 

Evidencias previas han descrito que la infección de células por 

microorganismos activa la respuesta inflamatoria debido al reconocimiento del LPS 

presente en la pared microbiana por receptores de células inmunes (Takeuchi & 

Akira, 2010), lo que resulta en una sobreproducción de mediadores inflamatorios, 

sintetizados a partir de PGH2 (generada por la lipooxidación enzimática (COX-2) 

del AA), con la participación también de varias PG sintasas (Harada et al., 1996) 
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(Figura 14). En este contexto existen PG, como PGE2 con propiedades biológicas 

versátiles en relación con el proceso de inflamación, ya que pueden actuar como 

moléculas proinflamatorias o antiinflamatorias, dependiendo de la unión a 

diferentes E-receptores de prostanoides (EP) (EP1, EP2, EP3 y EP4) (Ricciotti & 

FitzGerald, 2011, Kashmiry et al., 2018). Se ha descrito que la participación de PGE2 

en la inflamación tiene un papel multifacético. Esto implica efectos biológicos 

proinflamatorios durante las fases iniciales del proceso inflamatorio, incluido el 

reclutamiento, la activación, la proliferación celular, la apoptosis, la angiogénesis, 

así como el aumento de los nervios sensoriales para amplificar la respuesta al dolor 

(Nakanishi & Rosenberg, 2013). Sin embargo, la PGE2 también controla los 

mecanismos relacionados con la resolución de la inflamación en fases posteriores 

actuando como agente inmunosupresor con respecto a los perfiles de citocinas y 

quimiocinas expresados por las células inmunes (IL-12, IL-12p40, IFN-γ y TNF-α, 

entre otros), así como el nivel de expresión de sus receptores afines (Kalinski, 2012). 

Dicho efecto antiinflamatorio es de especial relevancia en monocitos, en los cuales, 

la PGE2 desencadena la inhibición de las quimiocinas responsables de la 

quimioatracción de las células T vírgenes (CCL19), lo que interfiere con la 

activación de las células T efectoras (Muthuswamy et al., 2010). 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidenciaron una modulación 

de la PGE2 intracelular y su liberación al medio de crecimiento. Por lo tanto, en 

presencia de FitoP y FitoF específicos (9-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, ent-16(RS)-9-epi-ST-

Δ14-10-FitoF y ent-9(RS)- 12-epi-ST-Δ10-13-FitoF) en el medio, provocó una 

disminución, aunque no significativa (p> 0,05), de esta PG (Figura 11). A este 

respecto, diversos estudios in vivo han demostrado que este efecto podría deberse 

a una inhibición de la enzima COX-2, lo que conlleva la posterior disminución de 

la concentración de PGE2 (Harada et al., 1996), evitando la cascada de señalización 

proinflamatoria desencadenada por esta PG (Gilles et al., 2009; Traidl-Hoffmann et 

al., 2005). Alternativamente, algunos FitoP (ent-16-F1t-FitoP y 16-B1-FitoP) indujeron 

un aumento significativo de PGE2 en células THP-1, lo que sugiere actividades 

específicas, o incluso contrapuestas de las diversas oxilipinas vegetales en el 

metabolismo de PGE2, afectando posiblemente la actividad de la PGE2 sintasa y 

Figura 14. Vías metabólicas que afectan al perfil de prostaglandinas evaluado en monocitos (línea 

cellular THP-1) estimulados por LPS preexpuestos a FitoP (9-F1t-FitoP, 9-epi-9-F1t-FitoP, ent-16-F1t-FitoP, 

ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP, y 9-L1-FitoP) y  FitoF (ent-16(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-

FitoF, ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF, yent-16(RS)-13-epi-ST-Δ14-9-FitoF). 
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COX-2 (Murakami et al., 2000). Además, esta actividad moduladora no fue 

exactamente igual al considerar los niveles intracelulares y extracelulares, lo que 

podría deberse a una ventana de tiempo requerida para que la actividad biológica 

de las diversas FitoP y FitoF sea efectiva, dependiendo de diferentes rutas de 

señalización (Du et al., 2016). Este resultado permite sugerir que FitoP y FitoF, a 

través de su ambigüedad funcional para modular de PGE2, podrían estar 

involucrados en las diferentes fases del proceso inflamatorio de una determinada 

enfermedad (Andreasen et al., 2008). Curiosamente el análisis total 

(concentraciones intra y extracelulares de PGE2) no reprodujo las diferencias 

significativas observadas al analizar ambas fracciones por separado, lo que 

refuerza la idea sobre la relevancia de la cinética de síntesis de esta PG y el efecto 

separación FitoP y FitoF en fases específicas del proceso inflamatorio. 

Por otro lado, la PGE2, a través de la acción de la PGE2 9-keto-reductasa, se 

reduce para obtener PGF2α, que a su vez, también puede sintetizarse a partir de 

PGH2 como resultado de una reducción catalizada por la endoperóxido-reductasa 

de PGH2  (Burgess et al., 1987) (Figura 14). Por lo tanto, PGF2α participa en la 

creación del entorno inflamatorio al influir en la síntesis y secreción de IL1β, IL6, 

IL8 y TNFα (Xu et al., 2015). PGF2α no se detectó en células THP-1 ni se liberó al 

medio de crecimiento en muestras control sin el estímulo proinflamatorio, mientras 

que después de la exposición a LPS, se encontraron concentraciones tanto intra- 

como extracelulares (Figura 11 y 12). La concentración disminuida de PGF2α 

inducida por FitoP y FitoF específicos (9-F1t-FitoP, 9-D1t-FitoP, 16-B1-FitoP, 9-L1-

FitoP y ent-9(RS)-12-epi-ST-Δ10-13-FitoF) podría atribuirse a una disminución de la 

síntesis de PGE2 de acuerdo con los posibles mecanismos de acción mencionados 

anteriormente (Murakami et al., 2000) o incluso a la inhibición de las rutas 

enzimáticas responsables de su formación a partir de PGE2 o PGH2 o enzimas 

caracterizadas por una alta homología de secuencia como las PGF sintasas AKR1C2 

y AKR1C3, entre otras (Duffy et al., 2015). Esta tendencia fue aún más fuerte al 

considerar el PGF2α liberado en el medio de crecimiento, donde casi todos los FitoP 

y FitoF mitigaron la concentración de este PG. Esto es de particular relevancia con 

respecto a 9-L1-FitoP, que sorprendentemente exhibió la capacidad más potente 

para aumentar el nivel intracelular de PGF2α, mientras que con respecto a la 

cantidad de esta PG liberada al medio de crecimiento, apareció como el compuesto 

más potente para disminuir la concentración de PGF2α en el medio de cultivo de 
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THP-1. Este hallazgo refuerza la hipótesis de que existen ventanas de tiempo 

específicas para la acción biológica separada de las oxilipinas vegetales. 

La PGF2α es, a su vez, rápidamente metabolizada a 15-keto-PGF2α (Figura 14), 

la cual se caracteriza por una actividad antiinflamatoria (Nylund et al., 2011). La 

regulación al alza de la concentración intracelular de 15-keto-PGF2α inducida por 

FitoP y FitoF específicos (ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 16-B1-FitoP y ent-9(RS)-12-epi- ST -

Δ10-13-FitoF), o regulación a la baja (9-D1t-FitoP). Por lo tanto, dicho resultado 

sugiere fuertemente el potencial antiinflamatorio de9-D1t-FitoP, de acuerdo con las 

funciones biológicas descritas para el 15-keto-PGF2α (Nylund et al., 2011). 

De igual manera, se encontró PGF1α, una PG derivada del ácido dihomo-γ-

linolénico, en el lisado de células THP-1 y en el medio de crecimiento de los 

monocitos estimulados con LPS. Aunque ningún FitoP ni FitoF exhibió la 

capacidad de mitigar el aumento en la concentración intracelular de PGF1α, su 

liberación en el medio de crecimiento fue significativamente disminuida por 9-L1-

FitoP, 16-B1-FitoP, ent-16(RS)-13- epi-ST-Δ14-9-FitoF y ent-16(RS)-9-epi-ST-Δ14-10-

FitoF (Figuras 11 y 12). Sin embargo, el análisis conjunto de los niveles intra y 

extracelulares realizado para proporcionar información sobre la síntesis total de 

este PG como resultado de los tratamientos monitorizados, no confirmó la 

capacidad de FitoP y FitoF para modular su síntesis, que nuevamente, podría estar 

relacionado con la capacidad de estos compuestos para participar en fases 

específicas del proceso inflamatorio, aunque futuras investigaciones en esta línea 

son necesarias para obtener evidencias científicas consistentes sobre dicho 

fenómeno. 

Por otra parte, la PGD2, que también se detectó en los monocitos THP-1, está 

estrechamente involucrada en el curso y la resolución de la inflamación. En este 

sentido, la PGD2 es sintetizada a partir de PGH2 por la prostaglandina D-sintasa y 

metabolizada a varias moléculas, entre ellas 11β-PGF2α y PGDM, que mantienen 

las características pro- y antiinflamatorias descritas anteriormente para la PGE2 en 

las diversas fases del proceso inflamatorio. El interés biológico de PGD2y sus 

metabolitos con respecto a la inflamación se encuentra en su capacidad para activar 

el receptor PPAR-γ, contribuyendo así a la resolución de la inflamación (Song et 

al., 2008).  Además, se observó una respuesta similar de PGD2 y 11β-PGF2α tanto 

en células THP-1 como en medio de crecimiento, tratado con FitoP y FitoF 
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individuales como agentes moduladores de la inflamación inducida por LPS 

(Figuras 11 y 12). 
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5.2 UN FITOPROSTANO DE GRACILARIA LONGISSIMA AUMENTA LA ACTIVACIÓN 

PLAQUETARIA, LA ADHESIÓN DE LAS PLAQUETAS A LOS LEUCOCITOS Y LA MIGRACIÓN 

DE LAS CÉLULAS ENDOTELIALES MEDIANTE SU POSIBLE UNIÓN AL RECEPTOR DE 

PROSTAGLANDINAS EP3 

Los prostanoides tienen la capacidad de unirse a numerosos receptores de la 

membrana celular modulando la homeostasis y ejerciendo un papel determinante 

en procesos patogénicos tales como la respuesta inflamatoria, la agregación 

plaquetaria o la regulación del tono vascular. Su funcionamiento se produce a 

través de la activación de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) afines.  

De todos los prostanoides, la prostaglandina E2 resulta ser la biomolécula más 

sintetizada en el cuerpo humano. En los últimos años se ha descubierto que esta 

presenta cuatro subtipos de receptores EP (EP1, EP2, EP3 y EP4) (Markovic et al., 

2017), permitiendo así activar las vías de señalización pertinentes para mantener la 

homeostasis. Entre ellos, los receptores EP3 y EP4 se presentan en mayores 

concentraciones en las plaquetas y endotelio humanos. De acuerdo con estos 

hallazgos, un estudio reciente mostró que la PGE 2puede unirse a un receptor 

protrombótico (EP3) o antitrombótico (EP4) en la superficie de las plaquetas (Iyu et 

al., 2011). 

Asimismo, se ha demostrado que el FitoP ent-9-D1t de la macroalga roja Gracillaria 

longissima estimula las respuestas proinflamatorias asociadas a la disfunción 

endotelial (Martínez-Sánchez et al., 2020). Por tanto, desde el punto de vista 

biológico, estas oxilipinas vegetales podrían ejercer su efecto a través de la 

activación de los receptores prostanoides. Sin embargo, falta evidencia que 

respalde el papel de FitoP en la regulación de plaquetas y células sensibles a los 

prostanoides.  

Para identificar el mecanismo subyacente regulado por FitoP de interés, se 

debe dilucidar su receptor correspondiente. Para ello, los métodos 

computacionales complementarios, como la dinámica molecular, han sido 

empleados con el fin de comprender la interacción del compuesto, en este caso 9-

D1t-FitoP, con la célula e informar sobre su bioactividad. De esta forma se podría 

demostrar la actividad funcional de los FitoP como antiagregantes plaquetarios y 

moduladores de la vasodilatación en células humanas. Es comprensible que la 

caracterización in vitro e in silico de estos compuestos purificados individualmente 
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puedan mejorar nuestra comprensión sobre sus implicaciones biológicas en la 

salud y la enfermedad. 

En el presente capítulo se comprobarán los efectos de 9-D1t-FitoP en 

marcadores de activación plaquetaria y células vasculares humanas, así como 

aclarar, a través de simulaciones de acoplamiento, posibles interacciones con el 

receptor EP3. 

5.2.1 Composición individual de FitoP y FitoF en el extracto de Gracillaria 

longissima 

El análisis de las oxilipinas individuales y totales se realizó mediante 

UHPLC-ESI-QqQ-MS/MS. La especie de oxilipina más abundante en el extracto fue 

el compuesto 9-D1t-FitoP (FP-2), siendo al menos 29 veces mayor que los segundos 

FitoP y FitoF más abundantes (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Niveles de oxilipinas (FitoP y FitoF, ng/muestra) en la materia prima, después de la extracción con 

metanol 

 

 FitoP Z FitoF Y 

Muestra FP-1 FP-2 FP-3 FP-4 FP-5 FP-6 FP-7 Total FF-2 FF-3 Total 

1 38,5 1591 55,1 0,2 3,1 9,0 13,6 1717,9 23,1 13,6 208,7 

2 25,2 752 26,7 <0,1 1,1 3,6 7.0 717,2 31,7 6,7 1036,7 

3 52,8 1967 44,8 0,2 3,4 10,0 12,1 2100,6 7,7 12,1 827,4 

 

5.2.2 El extracto de FitoP estimula la activación y agregación plaquetaria 

Dado que la oxilipina más abundante encontrada en el extracto era la 9-D1t-

FitoP, el presente estudio pretendía evaluar su particular bioactividad sobre los 

elementos vasculares, así como descifrar los potenciales receptores en humanos. 

Para ello, nuestro trabajo anterior estudió el efecto del extracto de Gracillaria 

longissima rico en 9-D1t-FitoP en las células endoteliales, pero aún no se ha probado 

en las plaquetas humanas.  
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Por lo tanto, primero probamos la hipótesis de que el extracto rico en 9-D1t-

FitoP estimula la expresión de marcadores de activación plaquetaria en sangre 

fresca. La preincubación con el extracto solo fue capaz de sobre expresar la 

glicoproteína IV (CD36), un marcador de estrés aterosclerótico (p=0,0009) (Figura 

15B). Sin embargo, se encontró un efecto sinérgico en la expresión de CD62P y 

CD36 cuando se añadieron ADP o AA junto con el extracto (todos p<0,01) (Figura 

15A-B). Se observó una buena correlación entre la intensidad de fluorescencia 

media (IFM) de CD62P y CD36 para todas las condiciones. Por último, la 

agregación plaquetaria (marcador dependiente de CD61) se inició en respuesta al 

ADP, pero también en la combinación con extracto/ADP y extracto/AA, mostrando 

de nuevo un efecto sinérgico con el AA (Figura 15C). El AA por sí solo no fue capaz 

de estimular la agregación plaquetaria (disminución de CD61) de manera 

significativa (Figura 15C). Estos resultados indican que el extracto de Gracilaria 

longissima por sí solo induce la activación plaquetaria, pero no fue suficiente para 

una respuesta de agregación. 

 

 

Figura 15. Efectos del extracto de Gracillaria longissima rico en 9-D1t-FitoP sobre los marcadores de 

activación plaquetaria.A) Expresión de CD62P (P-selectina). B) Expresión de CD36 (glicoproteína IV). 

C) Expresión de CD61 (glicoproteína IIIa). Las concentraciones finales en sangre citada fueron: 129 

nM de extracto, 2 μmol/L de ADP y 3 μg/mL de AA. IMF: Intensidad media de fluorescencia. Las 

barras muestran la media y la desviación estándar (n= 9 donantes de sangre diferentes). Las estrellas 

denotan diferencias significativas en comparación con las muestras sin activación (PBS, control) 

*/**/*** = p < 0,05/0,01/0,001. 
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5.2.3 9-D1t-FitoP afecta a la agregación plaquetaria a través de los receptores EP 

A continuación, comprobamos la hipótesis de que el tratamiento con 9-D1t-

FitoP modula la activación plaquetaria inducida por ADP. Se trató sangre total 

citratada (n = 5 donantes de sangre) con 20 y 100 nM de 9-D1t-FitoP purificada 

durante 10 min antes de la estimulación con ADP. En la Figura 16 A-B, la capacidad 

de 100 nM de 9-D1t-FitoP para aumentar la expresión de P-selectina y CD36 en 

plaquetas individuales fue significativa (ambas p < 0,001). El tratamiento con 20 nM 

de 9-D1t-FitoP sola no desencadenó la agregación plaquetaria (p = 0,723), pero sí lo 

hizo una concentración mayor (100 nM) (p < 0,001, Figura 16C). 9-D1t-FitoP también 

Figura 16. Efectos de la 9-D1t-FitoP sobre los marcadores de activación plaquetaria. A) Expresión de 

CD62P (P-selectina). B) Expresión de CD36 (glicoproteína IV). C) Expresión de CD61 (glicoproteína 

IIIa). Las concentraciones finales en sangre citada fueron 20-100 nM de 9-D1t-FitoP y 2 μmol/L de 

ADP. IMF: Intensidad media de fluorescencia. Las barras muestran la media y la desviación estándar 

(n= 3 donantes de sangre diferentes). Las estrellas denotan diferencias significativas en comparación 

con las muestras sin activación (PBS, control) **/*** = p < 0,01/0,001. 
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fue capaz de aumentar el grado de agregación plaquetaria inducida por ADP (p < 

0,001), lo que concuerda con datos anteriores con extracto de Gracilaria longissima 

rico en 9-D1t-FitoP. 

Dado que las plaquetas expresan principalmente dos receptores para 

prostanoides (receptores EP3 y EP4), se determinaron los efectos de 100 nM de 9-

D1t-FitoP sobre la activación plaquetaria en sangre total, inducida por ADP como 

agonista, en presencia de ligandos selectivos de los receptores EP3 y EP4 (Figura 

17). A esta elevada concentración de ADP (20 µM), no observamos ningún efecto 

de la preincubación con 40 nM de PGE2 sobre la agregación plaquetaria (CD61) o 

la expresión de CD62P (Figura 17 A-C), incluso en presencia de 100 nM de 9-D1t-

FitoP, aunque la expresión de CD36 tendió a aumentar (p = 0,056, Figura 17). La 

combinación de ligandos y 100 nM 9-D1t-FitoP mostró ligeramente un efecto 

sinérgico en presencia de 200 nM Sulprostona para CD36 (p = 0,051). No obstante, 

la estimulación con ADP no pareció adecuada para la caracterización de la 9-D1t-

FitoP. Por lo tanto, se realizó el mismo experimento sin ADP como agonista. 
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Figura 17. Efectos de la 9-D1t-FitoP y de los ligandos del receptor EP sobre los marcadores de 

activación plaquetaria, bajo estimulación con ADP. (A) Expresión de CD62P (P-selectina). (B) Expresión de 

CD36 (glicoproteína IV). (C) Expresión de CD61 (glicoproteína IIIa). La concentración final de ADP en 

sangre total citratada fue de 20 μmol/L, durante 2 min. IMF: intensidad media de fluorescencia. Las barras 

muestran la media y la desviación estándar (n = 3 donantes de sangre diferentes). Las estrellas denotan 

diferencias significativas en comparación con las muestras sin activación (control, ADP) */** = p < 0,05/0,01 
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En ausencia de un agonista del ADP (Figura 18), los distintos moduladores 

por sí solos no presentaron la capacidad de estimular significativamente la 

activación y agregación plaquetaria (todos p > 0,05). Sólo ONO AE3-208 

(antagonista EP4) mostró un perfil protrombótico (Figura 18 A-B) (p = 0,0007 para 

CD62P), en un patrón similar al de 9-D1t-FitoP (p = 0,018). Además, la agregación 

plaquetaria (disminución de CD61) inducida por 9-D1t-FitoP (CD61, p = 0,0146), fue 

bloqueada por los ligandos EP3, PGE2 (agonista, p = 0,048) y L798-106 (antagonista, 

p = 0,015), denotando así una posible competencia por el mismo receptor, pero no 

por Sulprostona (p = 0,83). No aparecieron cambios en estos marcadores 

plaquetarios cuando 9-D1t-FitoP y los moduladores EP4 se incubaron juntos, en 

comparación con 9-D1t-FitoP sola (todos p > 0,05). 

 

 

  

Figura 18. Efectos de 100 nM 9-D1t-FitoP aislado o en combinación con distintos ligandos 

del receptor EP sobre la expresión de marcadores de activación plaquetaria. (A) Expresión de 

CD62P (P-selectina). (B) Expresión de CD61 (glicoproteína IIIa). Se estimularon muestras de 

sangre total durante 10 min y se analizaron por citometría de flujo. IMF: Intensidad media de 

fluorescencia. Las barras muestran la media y la desviación estándar (n = 5 donantes de sangre 

diferentes). ** p < 0,01, *** p < 0,001 frente a la condición de control (PBS); y ≠ p < 0,05 frente a 9-

D1t-FitoP. 
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A continuación, examinamos los efectos de 9-D1t-FitoP sobre los marcadores 

de activación plaquetaria bloqueando primero los receptores EP3/EP4. En 

consecuencia, encontramos una reducción de la activación/agregación en presencia 

de ligandos EP3, denotando así la contribución de la 9-D1t-FitoP a la agregación a 

través del receptor EP3 (Figura 19, todas las p > 0,05), mientras que en presencia de 

Cay10598, el tratamiento con 100 nM de 9-D1t-FitoP estimuló la activación y la 

agregación (CD62P p < 0,001 y CD61 p = 0,358, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4 9-D1t-FitoP solo no aumenta la adhesión plaquetaria a los leucocitos 

Existen pruebas de que los efectos globales de los prostanoides sobre la 

función plaquetaria humana son consecuencia de un equilibrio entre los efectos 

estimuladores ejercidos en el receptor EP3 y los efectos inhibidores que actúan en 

el receptor EP4. Para ello, probamos los efectos de ligandos de estos dos receptores 

en combinación con 9-D1t- FitoP purificado y examinamos la adhesión plaquetaria 

a leucocitos mediante FCM (Figura 20, Q2: CD14+CD42b+). 

 

Figura 19. El agonista EP4 Cay10598 inhibe el efecto de 9-D1t-FitoP. (A) Expresión de CD62P (P-

selectina). (B) Expresión de CD61 (glicoproteína IIIa). Se preincubaron muestras de sangre total con ligandos 

EP3/EP4 (negro) durante 10 min más 100 nM de 9-D1t-FitoP (gris) durante 10 min adicionales a 37 °C y se 

analizaron por citometría de flujo (n = 5). IMF: intensidad media de fluorescencia. * p < 0,05; *** p < 0,001 

frente a la condición de control (PBS). 
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Asimismo, tal y como se muestra en la Figura 21, el tratamiento con los 

agonistas EP3 (PGE2 y Sulprostona) aumentó la adhesión plaquetaria, de forma 

similar al antagonista EP4 (ONO AE3-208) (todos p < 0,05). El tratamiento con 9-

D1t-FitoP solo, o en combinación con 20 nM de PGE2, no desencadenó la adhesión 

de las plaquetas a los leucocitos (123,98% y 135,34%, respectivamente, p > 0,05), 

aunque se encontró un efecto sinérgico cuando se trató la sangre fresca con 

Sulprostona además de 9-D1t-FitoP (204,18%, p < 0,01). Curiosamente, el efecto del 

antagonista de EP3, L798,106 se vio ligeramente contrarrestado por la adición de 9-

Figura 20. Efectos de los ligandos 9-D1t-FitoP y EP3 en el recuento de agregados de PMNs y plaquetas. 

A) Estrategia de selección de monocitos y otras células PMN (basada en FSC y SSC). La selección P3 

se analizó además basándose en las uniones CD14-BUV395 (selección P8) y CD42b-APC (selección 

Q2) en B) condiciones de control (PBS) y después de 30 min en presencia de: C) 100 nM 9-D1t-FitoP. 

D) 20 nM PGE2. E) 200 nM de sulprostona. F) 300 nM L798,106. G) 20 nM de PGE2 y 100 nM de 9-

D1t-FitoP. H) 200 nM de sulprostona y 100 nM de 9-D1t-FitoP. I) 300 nM de L798,106 y 100 nM de 9-

D1t-FitoP. 
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D1t-FitoP (93,19% frente a 121,30%), lo que denota una posible competencia por el 

mismo receptor EP (p > 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para confirmar que el efecto de 9-D1t-FitoP se producía a través de la 

activación del receptor EP3, también se trató la sangre fresca con los ligandos EP4 

(ONO AE3-208 y Cay10598) junto con 100 nM de 9-D1t-FitoP. La presencia de 9-D1t-

FitoP no influyó en el efecto inhibidor del agonista EP4 Cay10598. Por el contrario, 

la 9-D1t-FitoP no tuvo ningún efecto sobre la adhesión plaquetaria a leucocitos 

inducida por el ONO AE3-208 (Figura 21B), sugiriendo así que el efecto modulador 

de la 9-D1t-FitoP estaba mediado predominantemente por el receptor EP3. 

 

 

Figura 21. Efecto de 9-D1t-FitoP sobre la formación de plaquetas-leucocitos en sangre fresca EDTA. 

(A) Recuentos relativos en presencia de ligandos EP3/EP4. (B) Recuentos relativos en presencia de ligandos 

EP3/EP4 más 100 nM 9D1t. Los valores se normalizan con respecto al control (PBS). Los valores son la media 

± DE (n = 3 con diferentes donantes de sangre). Las estrellas indican diferencias significativas en comparación 

con las muestras sin activación (PBS, control) */** p < 0,05/0,01, * valor p derivado de la prueba t pareada de 

2 colas. 
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5.2.5 9-D1t-FitoP no compromete la viabilidad de las células endoteliales 

Antes de comprobar la capacidad de la 9-D1t-FitoP purificada para modular 

la expresión génica y la migración en células endoteliales, se evaluó el efecto 

citotóxico en la línea Ea.hy926, un modelo bien establecido de estudios basados en 

células endoteliales. Se observó que el tratamiento con 9-D1t-FitoP no afectaba a la 

viabilidad ni a la proliferación hasta 1 µg/mL durante las primeras 48 h. Sin 

embargo, a concentraciones superiores (1 µg/mL) durante 6 días, la viabilidad se 

redujo significativamente (p < 0,05) (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Ensayo de viabilidad celular realizado con el reactivo AlamarBLue. Se ensayaron 

concentraciones crecientes de 9-D1t-FitoP hasta 1 µg/mL durante 6 días. 
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5.2.6. Bioactividad de 9-D1t-FitoP sobre el endotelio 

5.2.6.1. 9-D1t-FitoP contribuye a la migración in vitro 

 

Se sabe que la PGE2 estimula la migración y la angiogénesis en las células 

endoteliales. Como se muestra en la Figura 23, 300 nM de 9-D1t-FitoP aumentaron 

significativamente la migración de forma similar a la PGE2 (p = 0,004, 

respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 23. Valores de cuantificación de la migración (cierre de la herida) en células endoteliales 

humanas Ea.hy926 en presencia de 300 nM de PGE2 y 9-D1t-FitoP, respectivamente. A) Porcentaje de área 

migrada tras el ensayo de cicatrización de heridas (n=4). B) Imágenes representativas del ensayo de 

cicatrización de heridas en t=0 y t=7 h. Diferencias estadísticas en comparación con el control ** p<0,01. 
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5.2.6.2. 9-D1t-FitoP induce un estado de disfunción endotelial  

Se midió la expresión génica de NOS3, COX-2 (PGST), ICAM-1 e IL-6 tras los 

tratamientos con 9-D1t-FitoP y TNF-α (Figura 24). La 9-D1t-FitoP sola no produjo 

cambios significativos en la expresión de NOS3, ICAM-1 ni PGST en las células 

endoteliales. Sin embargo, el tratamiento con TNF-α fue capaz de disminuir la 

expresión de NOS3 (p = 0,012) y aumentar la expresión de ICAM-1 (p = 0,0001), 

PGST (p = 0,0002) e IL-6 (p = 0,0262). El pretratamiento con 300 nM de 9-D1t-FitoP 

y TNF-α mostró un efecto sinérgico sobre la expresión de NOS3 e ICAM-1 (p = 

0,0087). 

 

 

 

 

Figura 24. Expresión relativa de ARNm en células Ea.hy926. A) NOS-3; B) PGST (COX-2); C) 

ICAM-1; D) IL-6, tras el tratamiento con 300 nM de 9-D1t-FitoP. Los datos mostrados representan los 

valores medios de tres experimentos independientes. Diferencias estadísticas en comparación con las 

condiciones de control */**/*** = p < 0,05/0,01/0,001, respectivamente. 
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5.2.7. Métodos computacionales para descubrir los receptores biológicos de la 9-

D1t-FitoP 

5.2.7.1. La 9-D1t-FitoP se une a la cavidad hidrofóbica del EP3 

 

A continuación, realizamos técnicas de blind docking (BD) con el receptor 

EP3 (PDBs: 6M9T). Nuestro sistema modelo comparó las agrupaciones de sus 

agonistas (misoprostol y PGE2) y antagonistas (L-798,106) bien caracterizados en la 

bibliografía. La Figura 25C muestra la unión potencial de 9-D1t-FitoP en el bolsillo 

hidrofóbico de EP3, de forma similar a misoprostol (prostanoide sintético, agonista 

de EP3) (unión energética e-11, Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Diagrama 2D de interacción proteína-ligando generado entre EP3 (PDB: 6M9T) A) 

Misoprostol (agonista de EP3), B) 9-D1t-FitoP y C) L-798,106 (antagonista de EP3) utilizando el script 

Ligand Interaction en Maestro (Schrödinger Inc., www.schroding. En él se esboza una cavidad 

formada por varios residuos hidrofóbicos e hidrofílicos próximos (Thr 106 y 107, mostrados en círculos 

azules) donde se une potencialmente la 9-D1t-FitoP. El enlace de hidrógeno entre el ligando y Gln 103 

se muestra con una flecha. 

 

http://www.schroding/
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5.2.7.2. 9-D1t-FitoP comparte interacciones hidrofóbicas con los agonistas EP3 

Para obtener más información sobre el reconocimiento molecular del 9-D1t-

FitoP al receptor EP3, se realizaron simulaciones MD de 100 ns. Se observó que la 

unión del FitoP a la cavidad hidrofóbica permanece estable con las interacciones de 

promedio superior que se muestran en la Figura 27. PGE2, Misoprostol y 9-D1t-FitoP 

comparten interacciones hidrofóbicas con Arg333, Tyr114 y Thr206, mientras que 

el antagonista de EP3, L-798,106, no (Figura 27 y Figura 28). Por el contrario, L-

Figura 26. Energía de interacción entre 9D1t y los diferentes clusters del receptor EP3. 



140                         MARÍA CAMPILLO CANO 

 

798,106 no llega muy abajo en el bolsillo de unión, lo que podría dar lugar a una 

conformación no activadora, es decir antagonista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Interacciones bidimensionales proteína-ligando de los diagramas de dinámica molecular 

generados entre el receptor EP3 (PDB: 6M9T) y (A) Misoprostol (agonista EP3), (B) 9-D1t-PhytoP, y (C) L-

798,106 (antagonista EP3) utilizando el script SimulationInteractionsDiagram en Maestro (Schrödinger Inc., 

www.schrodinger.com). 
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Figura 28. Simulación MD, interacciones receptor-ligando en el interior del bolsillo de unión de 100 

nanosegundos. Comparación de la energía de unión por residuo de (A) misoprostol; (B) 9-D1t-FitoP y (C) 

L798,106 
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Los resultados de estos estudios sugieren que el 9-D1t-FitoP actúa como 

modulador de la función plaquetaria, principalmente a través de su potencial 

interacción con el receptor EP3, permitiendo futuras estrategias farmacológicas 

útiles en el tratamiento y la prevención cardiovascular. 

La gran homología estructural de los FitoP con los prostanoides humanos 

como la PGE2 ha suscitado un enorme interés en los últimos años, sobre todo al 

esclarecer las posibles actividades biológicas que podrían ejercer en las células 

vasculares y las plaquetas humanas. La PGE2 puede unirse al menos a cuatro 

subtipos de receptores estructuralmente diferentes (EP1-4), lo que da lugar a 

respuestas biológicas finales diversas y a menudo opuestas (Philipose et al., 2010). 

Además, en los primeros estudios se observó repetidamente un efecto "dual" de la 

PGE2 sobre la respuesta plaquetaria (es decir, activador a concentraciones 

nanomolares e inhibidor a concentraciones micromolares) (Matthews et al., 1993; 

Petrucci et al., 2011). Se han realizado muchas investigaciones sobre el uso de 

prostanoides como la PGE2 y sus análogos sintéticos (sulprostona, misoprostol) 

sobre su subtipo de receptor EP3 selectivo (Heptinstall et al., 2008; Kuriyama et al., 

2010). No obstante, como se ha informado anteriormente, tales agonistas imitan los 

efectos de concentraciones bajas de PGE2 sobre las plaquetas inducidos por ADP, 

pero no potencian la agregación plaquetaria sin estimulación agonista (Schober et 

al., 2010; Schober et al., 2011). Además, se sintetizan múltiples prostanoides de 

mamífero (es decir, mayor producción de tromboxano) en respuesta a distintos 

agonistas, lo que hace difícil atribuir la respuesta celular final a un compuesto 

concreto (FitoP, AA, trombina, etc.). Dado que la activación plaquetaria mediada 

por ADP es independiente de los metabolitos del ácido araquidónico dependientes 

de la lipoxigenasa y la ciclooxigenasa, y con el fin de evitar confusiones, 

seleccionamos ADP como agonista (Rinder et al., 1993). 

Dado que la oxilipina más abundante encontrada en el extracto de Gracilaria 

longissima era el 9-D1t-FitoP, el estudio pretendía evaluar su bioactividad particular 

sobre los elementos vasculares, así como descifrar los receptores potenciales en 

humanos. Para ello, nuestro trabajo anterior estudió el efecto del extracto de 

Gracilaria longissima rico en 9-D1t-FitoP en células endoteliales y descubrió que no 

proporcionaba una mitigación significativa de los cambios proinflamatorios 

inducidos por el TNF-α, pero aún no se había probado en plaquetas humanas 

(Martínez-Sánchez et al., 2020). Por el contrario, en el anterior capítulo de esta Tesis, 



CAPÍTULO V – RESULTADOS Y DISCUSIÓN  143 

 

observamos que el ent-9-D1t-FitoP redujo los marcadores proinflamatorios en 

monocitos a los valores encontrados en el control no tratado (Campillo et al., 2021). 

Sólo se han caracterizado unas pocas oxilipinas en plaquetas, y las que se han 

detectado continúan siendo controvertidas (Lagarde et al., 2010). En este caso, nos 

centramos ahora en el potencial que la 9-D1t-FitoP-EP3 podría mostrar en la 

formación de trombos, mediante la regulación de la activación y agregación 

plaquetaria. En los experimentos actuales, abordamos la posibilidad de que el 

efecto del 9-D1t-FitoP estuviera mediado por receptores PG, principalmente a través 

del receptor EP3, Además, medimos el efecto del 9-D1t-FitoP en plaquetas 

pretratadas con un antagonista EP3 (L798,106) y un agonista EP4 (Cay10598) sobre 

la expresión de P-selectina (secretada por los α-gránulos) y CD36 con y sin 

estimulación ADP. Los resultados de estos estudios señalan que la 9-D1t-FitoP tiene 

un efecto estimulante sobre la función plaquetaria a través del receptor EP3, en 

condiciones de no agregación. Es importante señalar que no se ha comprobado la 

acción antiagregante opuesta de la PGE2 para la 9-D1t-FitoP a través del receptor IP. 

Además, la elevada potencia de 9-D1t-FitoP como potenciador implica que es 

improbable que esté implicado un receptor EP2 (Paul et al., 1998). Los receptores 

EP2 están asociados a las acciones relajantes de la PGE2 sobre la musculatura lisa 

vascular y respiratoria, y la sulprostona es prácticamente inactiva en estos sistemas 

(Jadhav et al., 2004). Además, es probable que sea el subtipo EP3 y no la epinefrina 

el que medie el efecto potenciador, ya que la 9-D1t-FitoP es más potente que la PGE2 

y la Sulprostona en las condiciones actuales. 

Los amplios enfoques de FCM han ampliado considerablemente nuestros 

conocimientos sobre las interacciones plaqueta-leucocito y sus implicaciones en la 

salud y la enfermedad (Montoro-Garcia et al., 2014; Shantsila et al., 2014). Ahora 

probamos el efecto de la 9-D1t-FitoP sobre la capacidad de las plaquetas para formar 

agregados plaqueta-leucocito. La unión de las plaquetas a otras células vasculares 

en presencia de 9-D1t-FitoP proporcionó una amplificación del estado trombótico, 

que podría convertirse en una diana terapéutica en diversas enfermedades. 

Además, el reclutamiento de leucocitos desempeña un papel importante en la fase 

inicial de la inflamación y la disfunción endotelial. Está bien establecido que la 

PGE2 induce la migración del endotelio (Rao et al., 2007), pero nosotros también 

confirmamos que la dosis elevada de 9-D1t-FitoP también contribuye a la migración 

in vitro. Finalmente, la activación del endotelio promovió la sobreexpresión de IL-
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6 (Figura 24D), confirmando los datos de que altas dosis del ligando EP son capaces 

de inducir un estado disfuncional. Además, hay que tener en cuenta que en la 

literatura se han utilizado líneas celulares endoteliales arteriales y venosas con 

diferencias controvertidas en la liberación de sustancias vasoactivas como PG o 

TxA2 (Geenen et al., 2015; Lau et al, 2021). Evaluamos los efectos de 9-D1t-FitoP en 

células endoteliales arteriales (línea celular Ea.hy926) para dar continuidad a 

nuestros estudios anteriores (Martínez-Sánchez et al., 2019, 2020). 

Para comprender el modo de unión preciso de la 9-D1t-FitoP y su posible 

receptor EP3, se realizó una combinación de docking y MD. El receptor EP3 

presenta una señalización dual que requiere amplios estudios estructurales 

(Hollenstein, 2019; Morimoto et al, 2019). Los residuos que realizaron 

contribuciones de alta energía a las poses finales de EP3-misoprostol, EP3-9-D1t-

FitoP y EP3-PGE2 fueron R333, T206 e Y114, proporcionando un modelo de unión 

dispar al EP3-L-798,106. De hecho, estudios cristalográficos recientes han 

informado de detalles moleculares de tales interacciones; los agonistas ensayados 

tienden a adoptar una conformación en forma de L en el sitio de unión a EP3, que 

es importante para la activación del receptor, y 9-D1t-FitoP se solapa perfectamente 

con ella (Hollenstein, 2019; Morimoto et al, 2019). 

Estos resultados sugieren que los FitoP pueden tener efectos 

protrombóticos y proinvasivos, además de sus conocidas capacidades 

inmunomoduladoras (Campillo et al., 2021), de forma similar a la PGE2 de 

mamíferos. La originalidad del presente trabajo radica en la combinación de la 

activación plaquetaria ex vivo junto con los enfoques endoteliales clásicos in vitro. 

Aunque los resultados actuales son muy prometedores, se necesitan más estudios 

para establecer la afinidad de los receptores EP de esta y otros FitoP y quizás un 

papel dual con receptores prostanoides distintos. También es importante realizar 

estudios in vivo de los extractos con el fin de confirmar un efecto clínico.
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VI- CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos de la presente Tesis Doctoral dieron lugar a las 

siguientes conclusiones generales: 

 

1. Las oxilipinas vegetales presentan un gran potencial antiinflamatorio y 

están presentes en una amplia variedad de alimentos, lo cual permite que se 

puedan seleccionar los compuestos más beneficiosos de acuerdo a su perfil 

cuantitativo de FitoP y FitoF. 

 

2. Los metabolitos secundarios de FitoP y FitoF (ent-16-epi-16-F1t-FitoP, 9-D1t-

FitoP, 16-B1-FitoP, ent-16 (RS) -9-epi-ST-Δ14-10-FitoF, y ent-16 (RS) -13-epi-ST-Δ14-

9-FitoF) mostraron un valioso potencial antiinflamatorio al modular el nivel 

intracelular de PGs clave (15-keto-PGF2α, PGF2α, PGE2, PGF1α, PGD2 y PGDM) en 

células THP-1, mediadores del proceso inflamatorio, así como su liberación en el 

medio de crecimiento. 

 

3. La oxilipina más abundante en el extracto Gracillaria longissima es el 

compuesto 9-D1t-FitoP (FP-2), el cual estimula la activación y la agregación 

plaquetaria presentando un efecto sinérgico cuando se le añade ADP o AA. 

 

4. El fitoprostano 9‐D1t estimula la expresión de marcadores de activación 

plaquetaria en sangre fresca cuando es inducida por ADP, más aún cuando existe 

un tratamiento previo con los agonistas EP3, PGE2 y sulprostona. 

5. El efecto de la oxilipina 9-D1t-FitoP está mediado por la activación del 

receptor EP3 y se produce a través de la unión de esta al bolsillo hidrofóbico del 

receptor, de forma similar a como lo hace el misoprostol (prostanoide sintético, 

agonista de la EP3). 
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ANEXO 1. PHYTOPROSTANES AND PHYTOFURANS MODULATE COX-2-LINKED 

INFLAMMATION MARKERS IN LPS-STIMULATED THP-1 MONOCYTES BY LIPIDOMICS 

WORKFLOW 
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ANEXO 2. A PHYTOPROSTANE FROM GRACILARIA LONGISSIMA INCREASES PLATELET 

ACTIVATION, PLATELET ADHESION TO LEUKOCYTES AND ENDOTHELIAL CELL 

MIGRATION BY POTENTIAL BINDING TO EP3 PROSTAGLANDIN RECEPTOR 
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