DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA, OBSTETRICIA Y
GINECOLOGIA

EFECTO DE LA CERVEZA FRENTE AL ESTRES
OXIDATIVO INDUCIDO POR LA ADRIAMICINA

M2 CARMEN TORRES RODRIGUEZ

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Servei de Publicacions
2007



Aguesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el dia 29 de
Maig de 2007 davant un tribunal format per:

D. Juan Vifa Ribes

D. José Vicente Carbonell Talon
D2 Carmen Gomez Candela

D2. Pilar Mufiiz Rodriguez

D2, Eulalia Alonso Iglesias

Va ser dirigida per:
D2. Victoria Valls Bellés
D2. Pilar Codofier Franch

©Copyright: Servei de Publicacions
M2 Carmen Torres Rodriguez

Deposit legal:
1.S.B.N.:978-84-370-6887-9
Edita: Universitat de Valéncia
Servei de Publicacions
C/ Artes Graficas, 13 bajo
46010 Valencia
Spain
Teléfon: 963864115



UNIVERSIDAD DE VALENCIA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

“EFECTO DE LA CERVEZA EN EL ESTRES OXIDATIVO

INDUCIDO POR LA ADRIAMICINA.”

TESIS DOCTORAL

PRESENTADA POR:
M2a CARMEN TORRES RODRIGUEZ
DIRIGIDA POR:

DRACTORIA VALLS BELLES
DRRILAR CODONER FRANCH

VALENCIA 2007






D2 Victoria Valls Bellés, Doctora en CiencBislogicas (Especialidad Bioquimica)
y Técnico en Investigacion del Departamento dedgdj Obstetricia y Ginecologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Vakenc D? Pilar Codofier Franch
Doctora en Medicina y Cirugia, y Profesora Tituligr Pediatria del Departamento de

Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la FacuttadVedicina de la Universidad de

Valencia.

Cerfitican: Que Dofia M@ Carmen Torres Rodriguegniciada en Ciencias Bioldgicas
ha realizado bajo nuestra direccion en el Departtonele Pediatria,
Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medidale la Universidad de
Valencia el trabajo titulado “Efecto de la cerveaa el estrés oxidativo
inducido por la adriamicina” que presenta para @ del grado de

Doctor en Ciencias Biologicas.

Y para que conste a todos los efectos opostuexpedimos y firmamos la presente

certificacion en Valencia, --------====mmm oo -

Fdo. Dra D2 Victoria Valls Bellés Fdo. Dra D2 Pilar Codofier Franch






D. Guillermo Saéz Tormo, Doctor en MedicineCyugia y Profesor Titular de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad deeditina de la Universitad de

Valencia y como tutor

CERTIFICA: que Dfia M2Carmen Torres Rodriguez hizado bajo la direccion de la
Dra Victoria Valls Bellées y la Dra Pilar Codofier aRch en el
departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecalogé la Facultat de
Medicina de la Universitat de Valencia, la testsléida “Efecto de la
cerveza en el estrés oxidativo inducido por laaicina” que presenta
para la obtencidn del grado de Doctor en Ciencia®@icas. Y para que

conste a todos los efectos, firmo la presenteficaxtion.

Fdo Dr. D Guillermo Saéz Tormo.






A mis padres:
No quiero dejar de agradecerles todos losfeans que han hecho por
mi durante toda mi vida. Sin su ayuda no hubiemidmalcanzar nunca

esta meta tan importante para mi.

Y a toda mi familia y a todos mis amigos.






AGRADECIMIENTOS

A la Dra Victoria Valls y Dra Pilar Codofiernsu dedicacion constante y apoyo. Su
dedicacion en el trabajo experimental ha sido pairain ejemplo de profesionalidad.
Sin su inestimable ayuda tanto técnica como tedmnicahubiera sido posible la

realizaciéon del presente trabajo.

A Laura porque ha sabido con trabajo, compsiier y carifio contribuir a la

elaboracion de este estudio.

Al Dr Miguel Angel Garcia por sus conocimientxperimentales e informaticos.

A Elvira y a Rosa por sus consejos técnicosl éaboratorio, amistad y apoyo.

A Inma por sus consejos Yy lecciones en elarody tratamiento de los animales.

A todos los que son y han sido miembros dpadamento de Pediatria, Obstetricia

y Ginecologia, personal de laboratorio y la Unidahtral de Investigacion en especial

a: Antonio, Carlos, Cintia, Luisa, Mari Cinta, Mafthen A., M@Carmen, Paco, Pilar,

Rocio, Sonia, Vanesa y Anabel.






“QUE LA COMIDA SEA TU ALIMENTO Y EL ALIMENTO TU

MEDICINA”.

Hipocrates: médico griego. C460c. 377 a.c.






INDICE







INTRODUCCION

1.- El Oxigeno y su toxicidad.

1.1.- El Oxigeno como gas.

1.2.- Aparicién del oxigeno molecular en la atmésfera.

1.3.- Toxicidad del oxigeno molecular.
2.- Naturaleza y concepto de radical libre.
3.- Fuentes de radicales libres.
3.1.- Fuentes enddgenas.
3.1.1.- Cadena de transporte electronica.
3.1.2.- Transporte electrénico microsomal
(reacciones de hidroxilacién).

3.1.3.- Células fagocitarias.

3.1.5.- La autooxidaciéon de compuestos de carbono

reducido.

3.1.6.- La activacion catalitica de diversos enzimas

del metabolismo intermediario.
3.2.- Fuentes exdgenas.
4.- Dafio oxidativo a biomoléculas.
4.1.- Dafio a lipidos.
4.1.2.- Reacciones de iniciacion.
4.1.3.- Reacciones de propagacion.
4.1.4.- Reacciones de terminacion.
4.2.- Dafo a proteinas.
4.3.- Dafo al ADN.
4.4.- Daio al colesterol.
5.- Estrés oxidativo y sistema de defensa.

5.1.- Sistema enziméatico antioxidante.

5.1.1.- Superéxido dismutasa o E.C. 1.15.11.

12

12

13

16

17

18

19

21

22

23

25

27

27

29

32

38

39

40

41



5.1.2.- Catalasa o E.C. 1.11.1.6.

5.1.3.- Glutation peroxidasa o E.C. 1.11.1.9.

5.2.- Defensa enzimética o “scavengers” de radicales libres.

5.2.1.- Glutatién reducido.
5.2.2.- Vitamina E.
5.2.3.- Vitamina C.
5.2.4.- Carotenoides.
5.2.5.- Acido lipoico.
5.2.6.- Compuestos fendlicos.
5.2.7.- Melanoidinas.

5.3.- Sistemas reparadores.
5.3.1.- Sistema reparador directo.
5.3.2.- Sistema reparador indirecto.

6.- Dieta y estrés oxidativo.
7.- Cerveza.

7.1.- Composicioén de la cerveza.
7.1.2.- Agua.
7.1.3.- Etanol y otros alcoholes.
7.1.4.- Carbohidratos.
7.1.5.- Compuestos nitrogenados.
7.1.6.- Acidos.
7.1.7.- Lipidos.
7.1.8.- Sales minerales.
7.1.9.- Sustancias aromaticas.
7.1.10.- Vitaminas.
7.1.11.- Compuestos fendlicos.
7.1.12.- Melanoidinas.

7.2.- Actividad antioxidante de la cerveza.

42

44

45

46

48

51

53

55

55

66

68

69

69

71

74

75

75

75

76

76

77

77

78

78

79

80

81

83



8.- Agente antioxidante. La Doxorubicina (o Adriamicina).
8.1.- Mecanismo de toxicidad.
8.2.- Flavonoides y adriamicina.

9.- Objetivos.

MATERIAL Y METODOS

2.- Material y métodos.
2.1.- Material.

2.1.1.- Reactivos.

2.1.2.- Animales.

2.1.3.- Cerveza.

2.1.4.- Aparatos.

2.2.- Métodos.

2.2.1.- Determinaciones analiticas en la cerveza.
2.2.1.1.- Fraccionamiento de la cerveza.
2.2.1.2.- Determinacion de la actividad antioxidante
de las fracciones por el TEAC y el CEAC.
2.2.1.3.- Actividad antioxidante de las cervezas segun
el método quimico DMPD.
2.2.1.4.- Determinacion de polifenoles totales en la cerve-
za y en plasma a diferentes tiempos tras las ingestas de
cerveza.
2.2.1.5.- Determinacion de las catequinas.
2.2.1.6.- Determinacion de las proantocianidinas.
2.2.1.7.- Determinacion y aislamiento de melanodinas.
2.2.1.8.- Cuantificacion de las melanoidinas.
2.2.1.9.- Determinacion del radical superéxido.

2.2.2.- Técnica para el aislamiento de células hepéticas.

85

86

89

92

93

93

93

93

94

95

97

97

97

97

98

99

100

101

101

102

103

103



2.2.3.- Pruebas de viabilidad de los hepatocitos aislados. 106
2.2.4.- Disefio experimental para los estudios “in vitro” del efecto
antioxidante de la fraccién 3 de la cerveza en los hepa-
tocitos aislados de rata. 107
2.2.5.- Disefio experimental para los estudios “in vivo”. 108
2.2.6.- Aislamiento de mitocondrias de higado y corazén de rata. 109
2.2.7.- Determinaciones analiticas en las muestras biologicas. 110
2.2.7.1.- Determinacion de la actividad lactatodeshidroge-
nasa (LDH). E.C: 1.1.1.27. 110
2.2.7.2.- Determinacion de la concentracion de adenosin
trifosfato (ATP). 111
2.2.7.3.- Determinacion de las sustancias que reaccionan
con el acido tiobarbitdrico (TBARS) procedentes de la pero-
xidacion lipidica. 111
2.2.7.4.- Determinacion de grupos carbonilo en plasma. 112
2.2.7.5.- Determinacion de los niveles de glutation (GSH). 113
2.2.7.6.- Determinacion de antioxidantes totales en plasma,
tras la ingesta de cerveza. 113
2.2.7.7.- Determinacion de la actividad NADH-ubiqui-
nona oxidorreductasa (complejo I). E.C. 1.6.5.3. 114
2.2.7.8.- Determinacion de la actividad citocromo oxidasa
(complejo IV), E.C.1.9.3.1. 114
2.2.7.9.- Determinacion del malondialdehido (MDA)
mas 4-hidroxialkenales (HAE) en higado y corazén de
rata. 115
2.2.7.10.- Determinaciones de los niveles de la coenzima
Q10,Qo Y vitamina E en mitocondrias de higado y corazén

de rata. 116



2.2.7.11.- Extraccion del ADN de tejidos. 117
2.2.7.12.- Hidrdlisis enzimatica del ADN de tejidos. 117
2.2.1.13.- Deteccion de la 8-hidroxideoguanosina
(8-oxo-dGuo) en el ADN de higado y de corazon. 118
2.2.7.14.- Determinacion de proteinas. 118
2.2.8.- Andisis estadistico. 119
RESULTADOS
3.- Resultados. 121
3.1.- Ensayos “in vitro” con hepatocitos aislados de rata. 121
3.1.1.- Fraccionamiento y actividad antioxidante de la cerveza. 121
3.1.2.- Viabilidad celular: actividad lactatodeshidrogenasa. 125
3.1.3.- Niveles de adenosin trifosfato. 127
3.1.4.- Dafio a macromoléculas. 129
3.1.4.1.- Dafio a lipidos. Peroxidacion lipidica. 129

3.1.4.2.- Dafo a proteinas. Contenido en grupos carbonilo.

3.1.5.- Reserva de la capacidad antioxidante. Niveles de
glutation reducido.

3.2.- Estudios “in vivo” en animales de experimentacion.
3.2.1.- Niveles de polifenoles totales, proacianidinas,
catequinas, melanoidinas y actividad antioxidante
en la cerveza concentrada.
3.2.2.- Radical superoxido.

3.2.3.- Biodisponibilidad de los compuestos fendlicos en rata.

131

133

135

135

137

138

3.2.4.- Actividad antioxidante total en plasma tras la suplementacion

con cerveza.

3.2.5.- Dafo oxidativo a macromoléculas en la mitocondria.

140

141



3.2.5.1.- Alteraciones de los componentes de la cadena

de transporte electronico. 143
3.2.5.1.1.- Actividad del complejo | en la cadena
de transporte electrénico. 144
3.2.5.1.2.- Actividad del complejo IV en la cadena
de transporte electrénico. 146
3.2.5.1.3.- Niveles de la coenzima Qg Yy Q1. 148
3.2.5.1.4.- Contenido de grupos carbonilo en las
proteinas plasmaticas de rata. 152
3.2.5.1.5.-.Niveles de malondialdehido mas 4-hidro-
xinonenal (MDA + 4HNE) en las mitocondrias. 153
3.2.5.1.6.- Niveles de 8-hidroxideoxiguanosina
(8-ox0-dGuo) en el ADN de higado y de corazén
de rata. 155

3.2.5.1.7.- Defensa antioxidante: niveles de

a-tocoferol. 157
DISCUSION
4.- Discusion. 163
CONCLUSIONES
5.- Conclusiones. 187
BIBLIOGRAFIA
6.-Bibliografia. 189
APENDICE
Apéndice |, indice de tablas. 225

Apéndice Il, indice de figuras. 226



NOMENCLATURA (0 ABREVIATURA)

"OH: radical hidroxilo.

a-TE: a-tocoferol equivalentes.

2,4-DNPH: 2,4-dinitrofenil hidracina.

4-HNE: 4-hidroxinonenal.

8-0x0-dG: 8-8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina.

8-oxo0-dGuo: 8-oxo-deoxiguanosina.

ABTS 2: 2’-azinobis(3-etilbenztiazolina-6-acido sulfonico).

Acetil CoA: coenzima A.

ACV (ARV): accidente cerebrovascular.
ADN: acido deoxirribonucleico.

ADP: adenosina difosfato.

ADR: adriamicina.

ATP: adenosina trifosfato.

BHT: hidroxil butilato tolueno.

CAT: catalasa.

CoQ: ubiquinona.

CYPysp: citocromo Pgsp.

Cyto-C: citocromo C.

EC: epicatequina.

ECG: galato epicatequina.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
EGC: epigalocatequina.

ENOS: oxido nitrico sintasa endotelial.
ERA (ARE): elementos de respuesta a antioxidantes.
EROs: especies reactivas del oxigeno.

ERN: especies reactivas del nitrégeno.

ABREVIATURAS

ESCODD: european standards committee on oxidative DNA damage.



ABREVIATURAS

EUROFEDA: european research on the functional effects of dietary antioxidants.
<GPX: glutation peroxidasa citosolica.

GPX: glutatién peroxidasa.

GR: glutation reductasa.

GSH: glutatién reducido.

GSHPy: glutatién peroxidasa.

GSSH: glutation (oxidada).

GST: glutation transferasa.

H,O, : perdxido de hidrégeno.

HDL.: high-density lipoproteins, lipoproteinas de alta densidad.
HOBr: acido hipobromoso.

HOCI: acido hipocloroso.

HOOQ': radical hidroperoxilo.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.

INOS: NOS Inducible.

LDL: low-density lipoproteins, lipoproteinas de baja densidad.
MDA: malonialdehido.

MnSOD: Mn-superéxido dismutasa.

MONICA: Monitoring of trend and determinants in cardiovascular disease.
MtADN: ADN mitocondrial.

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido.
NO': éxido nitrico.

NOS: oxido nitrico sintasa.

O, :radical superoéxido.

ONOO : peroxinitrito.

PUFA: polyunsaturated fatty acid, acidos grasos poliinsaturados.
RNS: reactive nitrogen species, especies reactivas del nitrogeno.

REB (BER): reparacion por escision de bases.
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SD: standard desviation, desviacion estandard.

SOD: superéxido dismutasa.

TBA: 4cido tiobarbitarico.

TBARS: tiobarbituric acid reactive substances, substancias reactivas con el acido
tiobarabitarico.

TNF-a: tumour necrosis factor a, factor de necrosis tumoral a.
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INTRODUCCION

1.- EL OXIGENO Y SU TOXICIDAD.

La historia del conocimiento de los efectos de los radicales libres o especies
reactivas corre paralela a la del descubrimiento del oxigeno y a la del estudio

del metabolismo energético en los seres vivos.

1.1.- El OXIGENO COMO GAS.

La historia del oxigeno comienza con el descubrimiento del tedlogo inglés
Joseph Priestley y el sueco farmacologo Carl Wilhelm Scheele, quienes
aportaron importantes demostraciones experimentales sobre la produccion de
oxigeno por las plantas y la obtencibn de oxigeno gaseoso mediante
calentamiento de didxido de mercurio. Poco tiempo después aparecieron las
primeras resefias sobre las propiedades toxicas del oxigeno cuyos primeros
contribuyentes fueron el quimico francés Lavoisier quién denomino al nuevo

elemento “oxigeno” (Hensley y Floyd, 2002).

En 1818 Louis-Jacop Thenard descubrido un método para preparar peroxido
de hidrégeno y en 1840 Schonbein descubrioé el ozono. Unos afios mas tarde
comienzan a aparecer las primeras observaciones en base cientifica que
apuntan hacia el poder toxico de este gas para los animales de vida aerobia

(Bannister, 1986).

Hoy sabemos que el oxigeno molecular es uno de los elementos gaseosos

mas abundantes de la naturaleza que se presenta en forma de gas diatémico.
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A pesar de contener un numero par de electrones, el oxigeno molecular se
comporta como una molécula paramagnética, es decir, dos de sus electrones
se encuentran localizados en orbitales diferentes y girando en un mismo
sentido con espines paralelos. Esto lleva implicito ciertas connotaciones de
interés en relacion con su mecanismo de accidbn molecular y mas

concretamente en su funcién oxidativa.

Recordemos que un atomo es un nucleo cargado positivamente, rodeado de
electrones cargados negativamente, y que estos electrones ocuparan niveles
de energia discretos cada uno de ellos, pudiendo contener hasta un maximo de
dos electrones. El oxigeno tiene tendencia a completar su estructura
electronica en su ultima capa con 8 electrones (ley del octeto). El nucleo de un
atomo de oxigeno estd rodeado de 6 electrones, pero existen diversas

configuraciones estables que puede adoptar este atomo (McCord, 2000).

Un atomo de oxigeno individual puede adquirir dos electrones para
completar los ocho y convertirse en un ion 6xido. También pueden unirse dos
atomos de oxigeno para compartir un par de electrones cada uno. Asi se forma

la molécula de oxigeno diatdbmico.

Finalmente, si una molécula de oxigeno adquiere un electrén extra en el
curso de una reaccion, se transforma en otra especie paramagnética y
monorradical cargado negativamente que se conoce como anion superéxido
(O2™"). Este es uno de los radicales libres o especies reactivas mas importantes

responsables de la llamada toxicidad del oxigeno. Su formacion en los
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sistemas biologicos ha sido demostrada por numerosos cientificos y ha
supuesto, ademas, punto de partida de otros muchos trabajos. Su importancia
metabdlica cobra importancia desde el descubrimiento del enzima superoxido
dismutasa (SOD), por McCord y Fridovich en 1969, lo que proporcioné la
primera evidencia “in vivo” del anién superéxido y la subsecuente identificacion
de las defensas antioxidantes. Esta enzima es la encargada de la dismutacion

del anion superéxido a peréxido de hidrogeno.

1.2.- APARICION DEL OXIGENO MOLECULAR EN LA ATMOSFE RA.

El oxigeno molecular aparece en la atmésfera aproximadamente hace 2,5
miles de millones de afios. En la era precambrica temprana, la concentracion
de oxigeno atmosférico no superaba el 0'1%. Los organismos primitivos,
todavia no capacitados para la utilizacion de oxigeno para la obtencion de
energia, debian hacer uso de los materiales inorganicos no biologicos

existentes.

La aparicion del oxigeno molecular y la progresiva oxigenacion de la
atmosfera terraquea es producto de un proceso conocido como fotosintesis y
llevado a cabo por uno de los organismos mas primitivos que poblaron la tierra,

las algas cianoficeas (Echelin, 1970).

Ahora bien, la aparicion en un principio del oxigeno molecular forma parte
de un estadio evolutivo, marcado ya desde un principio, por la presencia de

radicales libres o especies reactivas generadas como consecuencia de la
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accion de las radiaciones ionizantes generadoras 0 responsables de la

produccion de las primeras moléculas quimicas (Harman, 1986).

Con su aparicion, empieza la oxigenacion de la atmésfera ambiental que
alcanza el 1% de su concentracion actual y esto desencadena una presion

evolutiva sobre los microorganismos que en aquel entonces poblaban la tierra.

Mucho mas tarde hace 500 millones de arfos, el oxigeno atmosférico
alcanzé el 10% de su presion atmosférica actual coincidiendo este proceso con

la aparicion de organismos de origen maritimo.

Esta presion evolutiva fue sefialada en una de sus revisiones por Irvin
Fridovich en 1978, descubridor de la SOD, quién atribuia a la presencia de
oxigeno en la tierra la desaparicion de especies organicas incapaces de
metabolizar y defenderse contra las acciones de aquella molécula y mas
concretamente contra la accidon de las especies oxigénicas producidas
mediante su oxidacion monovalente (Fridovich, 1974; 1978). Y asi, solo
aguellos organismos capaces de desarrollar mecanismos enzimaticos reactivos
derivados fueron adaptandose paulatinamente a la progresiva oxigenacion de

la atmésfera.

De cualquier forma, independientemente de las teorias evolutivas y sus
mecanismos de seleccidn, es evidente que el oxigeno fue seleccionado por la
naturaleza para actuar como aceptor terminal de las oxidaciones celulares,

desempefiando asi, una funcion clave en su reaccién con la citocromo oxidasa,
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representando el ultimo eslabdn de la cadena de transporte electronico. Es por
este mecanismo por el que se produce mas del 90% del oxigeno consumido
por las células de los animales superiores, y en el que reside la funciéon y

accion mas importante desde un punto de vista evolutivo.

El metabolismo celular es de esta forma, el resultado de una serie de
reacciones de oxido-reduccion cuya finalidad ultima es la obtencion de energia
bioldgica o quimica para conseguir la realizacion de las distintas modalidades
de trabajo biolégico como sintesis de macromoléculas, transporte activo,

movimientos musculares, mecanismos de secrecion, etc.

El mecanismo por el cual se degradan moléculas organicas para la
obtencion de energia quimica en forma de ATP es el proceso de la respiracion
celular, que reconoce tres fases metabdlicas importantes, y donde el oxigeno,
como aceptor principal de electrones con un potencial de 6xido-reduccion muy
negativo, desempefia la funcion principal de lanzadera y directriz del mismo. La
ultima fase de esta respiracion celular tiene lugar en la mitocondria que
presenta, de acuerdo con esta funcién, un metabolismo energético muy activo
cuyas consecuencias son tanto ventajosas como coadyudantes de otros

procesos y mecanismos.

1.3.- TOXICIDAD DEL OXIGENO MOLECULAR.

Una de las primeras resefias bibliograficas conocida sobre la toxicidad del

oxigeno se la debemos a Lavoisier quién en 1785 ya sugirid que el exceso de
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la administracion de oxigeno podria ser tan peligroso como su defecto. Mas
tarde, en el siglo XVIIl, se descubrieron otros productos derivados del oxigeno
como el H,O, y el ozono cuyos efectos son claramente nocivos desde el

principio de su sintesis (Bannister, 1986).

El estudio de los mecanismos de accion y efectos citotoxicos de los
radicales libres o especies reactivas representa, en la actualidad, uno de los
campos de la investigacion cientifica de mayor interés dentro de las
especialidades biomédicas. Las investigaciones realizadas sobre el papel de
los radicales libres o0 especies reactivas oxigénicos ha contribuido en gran
medida al esclarecimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos de diversas
enfermedades, hasta entonces desconocidos o escasamente resueltos, asi

como el tratamiento de diversas patologias.

A lo largo de la historia, el concepto de radical libre y su existencia se ha
visto envuelto en una nube de controversias conceptuales. Los “radicales”, en
términos generales, eran considerados como grupos quimicos de moléculas o
formando parte de la estructura de éstas, sin considerar al radical en estado
libre. Por otra parte, los métodos y técnicas experimentales existentes en un
principio no estaban todavia suficientemente desarrolladas para este tipo de

determinacién (Pryor, 1976).

Los estudios sobre la fase de solucion del radical trifenil-metilo llevados a
cabo por Moses Gomberg en 1900 junto al trabajo de Paneth en 1926 sobre la

fase gaseosa del radical alquilo convencieron incluso a los mas escépticos de
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la existencia real de los radicales libres (Hensley y Floid, 2002). El interés
cientifico por los radicales libres comenzo en los afios 30 con los estudios por
parte de Kharasch y Mayo, quienes demostraron que la adicién de bromhidrico
(HBr) anti-markovnikow al propeno implica la participacion de radicales.
Asimismo, en los trabajos de Waters Hey, quienes elucidaron el mecanismo de
accion de la sustituciéon aromatica homolitica, demostraron que las reacciones
con radicales ocurrian en un variado numero de sistemas organicos (Waters,
1948; Walling, 1957; Pryor, 1966; Pryor, 1976). Por otra parte, entre 1935 y
1945 se desarrollaron técnicas para la obtencién de caucho sintético, asi como
la invencion de la produccién de plasticos a partir de la polimerizacion de
radicales, utilizando varios mondémeros de vinilo. Estos avances convirtieron la
quimica de los radicales libres en un campo fascinante donde alternaban
problemas tanto de investigacion tedrica como practica y, a partir del cual, se

divisaban consecuencias y aplicaciones industriales prometedoras.

Con Michaelis se empieza a barajar la hipotesis del radical libre como
responsable de la toxicidad del oxigeno. Fue Michaelis quién publicé en 1939 la
participacion de los radicales libres como intermediarios de las oxidaciones
organicas. Tanto Michaelis en 1946 como Gilbert y Gerschamn en 1954
aportaron las primeras bases tedricas y cientificas para explicar la toxicidad del
oxigeno mediada por especies altamente reactivas (Michaelis, 1939; Michaelis,

1946; Chance, 1961, Gilbert, 1981).



INTRODUCCION

Desde los afios 50 en adelante se ha ido aceptando la participacion de
especies reactivas en la mayoria de los procesos bioquimicos de los sistemas

bioldgicos.

Posteriormente y gracias a los experimentos de Fridovich y Handler, el
radical superoxido cobra un enorme interés en el campo de la bioguimica
(Fridovich et al., 1961). Porque se demuestra su formacion por enzimas
celulares tales como la xantina oxidasa y por otro lado porque se descubre la
existencia de una enzima, la superéxido dismutasa, capaz de transformar el i6n
superéxido en un producto de menor reactividad como el H,O, que a su vez es

reducido en agua y oxigeno por la accion de la catalasa.

A partir de entonces, estas especies y la propuesta de otras que se irian
descubriendo posteriormente, adquieren un papel protagonista en los
mecanismos de accion citotoxica del oxigeno. Las implicaciones de esta
toxicidad pueden ser consideradas en procesos bioquimicos, téxicos-
metabdlicos y fisiopatolégicos, cuya base molecular obedece o0 es
consecuencia de un mecanismo general conocido como estrés oxidativo. A
pesar de las enzimas metabolizadoras y defensivas contra el oxigeno y sus
radicales libres, este sigue siendo un peligro amenazador y continuo para las

células vivas.
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2.-NATURALEZA Y CONCEPTO DEL RADICAL LIBRE.

Los radicales libres (RL) son especies moleculares activadas, dotadas de
un electron desapareado en un nivel energético superior, y por tanto dotadas
de propiedades paramagnéticas, lo que les confiere una alta e indiscriminada

reactividad.

Actualmente los radicales libres también son conocidos como especies
reactivas oxigénicas o del oxigeno, EROs o ROS, y especies reactivas del
nitrogeno ERN o RNS. La combinacién de estos radicales libres da lugar a
otras especies reactivas no radicales también llamados ROM (reactives oxygen
metabolites) o metabolitos reactivos del oxigeno o AO (active oxygen). Entre

las especies oxigénicas reactivas cabe destacar las que aparecen en la Tablal.

Segun Halliwell en 1996, tanto ROS como RNS son términos globales que en
inglés incluyen tanto radicales como algunos no radicales que son agentes
oxidantes del oxigeno y del nitrégeno, y/o son facilmente convertidos en
radicales, es decir, son especies reactivas sean o0 no radicales libres. Ciertos
radicales aparecen a veces clasificados en ambas categorias, y las especies
derivadas del cloro podrian ser llamadas especies reactivas del cloro. El
término reactivo no es un término apropiado globalmente ya que hay radicales

y no radicales como H,O,, NO°, O,’" que son muy pocos reactivos, mientras

que el OH’ reacciona rapidamente con casi todas las moléculas.
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Tabla 1.- Especies Oxigénicas Reactivas.

Radicales No Radicales
ROS Superoxido (O,") Peroxido de Hidrégeno (H,0,)
Hidroxilo (*OH) Acido Hipocloroso (HOCI)
© Peroxilo (RO,) Ozono (O;)
EROs Alkoxilo (RO") Oxigeno Singlete (*0,)
Hidroperoxilo (HO,)
Acido Nitroso (HNO,)
RNS ) Tetroxido de Dinitrégeno (N,O,)
o Oxido Nitrico (NO) Trioxido de Dinitrégeno (N,O5)
Di6xido Nitrico (NO;) Peroxinitrito (ONOO")
ERN Acido Peroxinitroso (ONOOH)

Cation Nitronio (NO,*)
Peroxinitritos Alkilos (ROONO)

Son muchas las especies oxigénicas que actian como oxidantes biologicos.
La capacidad de cada radical o especie oxigénica reactiva viene determinada,
desde el punto de vista quimico, por cuatro caracteristicas basicas, como son:
reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad. EI Oy~ es el mayor
reductor, la simple adicion de un protén da lugar a la formacion de HOy
convirtiéndose en un agente oxidante muy activo, selectivo y especifico. El Oy~
no es particularmente reactivo con lipidos, glicidos o acidos nucleicos y exhibe
reactividad limitada con determinadas proteinas. Esta evidencia constata que el
O, reacciona con proteinas que contienen metales en su grupo prostético. El
OH, sin embargo, reacciona con cualquier molécula que tenga cerca, sin
especificidad alguna y el peligro radica en la importancia funcional del
compartimento celular en el que se origina o la molécula a la que ataque. Asi
pues, si ataca al ADN puede producir o generar graves alteraciones. Por el

contrario, si la produccién del radical tiene lugar en un entorno como el plasma
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y la molécula dafiada es un enzima que se encuentra presente en gran
cantidad, el dafio bioldgico real serd practicamente imperceptible. Los tres
componentes con mayor capacidad de difusion son O, < H,O, < OH', capaces
de reaccionar con moléculas que se encuentran alejadas del lugar de origen

incluso con capacidad de atravesar membranas celulares (Figura 1).

O, +H*+es —————  HOy

0, + HO,' - H0,+0,
HO,"+ HO, +H* — H,0,+0,

O, - +0,~+H* — H,0,+0,

0,"~ + H,0, —  OH'+OH +0,

Figura 1.- Reactividad de especies oxigénicas.

La produccion de los radicales libres tiene que ser controlada continuamente
y mantenida a muy bajas concentraciones por parte de los distintos
mecanismos disponibles por las células obligadas a desarrollarse en ambientes
aerobicos. Por esta razon las especies oxigénicas se producen en ambientes
suficientemente circunscritos para impedir su difusibn o, en su defecto,
controlados por la accion de las enzimas defensivas sintetizadas por las células
aerobicas encargadas de su rapida metabolizacion a especies mas estables o

inofensivas.
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3.- FUENTES DE RADICALES LIBRES.

Se sabe que los radicales libres se producen de forma natural como
intermediarios o productos de numerosas reacciones oxidativas de las células,
asi como a través de diversos procesos fisico-quimicos o de biotransformacion
(Pryor, 1976). También existen fuentes externas. Es decir, se ha de considerar
el origen tanto endégeno como exdgeno de las especies reactivas oxigéenicas y
especies reactivas del nitrogeno. Las EROs pueden producirse a través de la
exposicion a oxidantes medioambientales, toxicos y metales pesados, que
pueden perturbar el equilibrio entre las reacciones de reduccién celular y las de

oxidacion, alterando la normalidad de las funciones bioldgicas.

3.1.- FUENTES ENDOGENAS.

Las principales fuentes enddégenas de radicales libres en la célula son:

» La cadena de transporte electronico.

« El transporte electrénico microsomal. (Reacciones de hidroxilacion).

* Las células fagocitarias.

 La autooxidacién de compuestos de carbono reducido.

* La activacion calatalitica de diversos enzimas del metabolismo interme-
diario como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamina
oxidasa, ciclooxigenasa, lipooxigenasa (Beckman et al., 1998; Lindsay et al.,

2002).

12
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3.1.1.- Cadena de transporte electronico.

En general, se asume que la mitocondria proporciona la mayor fuente de
EROs en la mayoria de las células (Halliwell y Gutteridge, 1989; Lindsay et al.,
2002; Fang et al., 2002). La principal funcion de la mitocondria es generar
energia, siendo la cadena de transporte electronico el ultimo eslabon de la

combustion de los nutrientes para la obtencidon de energia en forma de ATP.

En la membrana interna se encuentran las proteinas que forman la cadena
de transporte electronico (Figura 2). Se ensamblan cinco complejos
multiproteicos, denominados |, II, lll, IV, y V. Los complejos I, II, lll y IV, aceptan
y pasan electrones desde un transportador electronico a otro. Estos
transportadores moviles son: el NADH, el succinato, la coenzima Q, el
citocromo ¢ y el oxigeno. La energia liberada por las accciones de los
complejos I, Il y IV impulsa la sintesis de ATP por el complejo V o ATP sintasa.
El complejo | y el complejo Il reciben electrones de la oxidacion del NADH y del
succinato, respectivamente y lo pasan a un transportador electronico lipidico, la
coenzima Q, que se desplaza libremente a través de la membrana. El complejo
Il oxida la forma reducida de la coenzima Q y reduce a su vez el citocromo c,
un tansportador electrénico proteico que también puede desplazarse por el
interior de la membrana interna. La energia liberada por estas reacciones
exergonicas crea un gradiente de protones a través de la membrana interna, al
bombardearse los protones hacia el espacio intermembrana. Los protones

vuelven a entrar luego en la membrana a través de un canal especifico en el
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complejo V. La energia liberada por este proceso exergonico impulsa la

sintesis de ATP (Mathews y van Holde, 1998).

Mediante este mecanismo de reduccidon secuencial, se generan tres
especies altamente reactivas conocidas como radicales libres o especies
oxigénicas reactivas y a las que se les considera responsables de la toxicidad
del oxigeno. Estas especies son el radical superoxido (O,"), el peroxido de
hidrogeno (H»O,) y el radical libre hidroxilo (OH"). Su toxicidad es consecuencia
de su extremada reactividad que a su vez se desprende de su condicion fisico-
quimica, caracteristica de la mayoria de las especies paramagnéticas, es decir,
dotadas de un electron desapareado en su Uultima capa energética. La
excepcion en este caso la manifiesta el peréxido de hidrogeno (H202), que si
bien no adopta dicha estructura altamente inestable, entra a formar parte de
importantes reacciones rédox para reducirse u oxidarse a especies de mayor

reactividad (Figura 2), (Fridovich, 1978; Ames et al., 1993).

En la cadena respiratoria, la reduccion monovalente de la molécula de
oxigeno da lugar a la formacion de la mayoria de estos compuestos. Sin
embargo, el 95% del oxigeno que respiramos es reducido a H,O por la accién
de la citocromo oxidasa-a-3, ultimo eslabon de la cadena de transporte
electronico, mediante un mecanismo en el que participan cuatro centros redox
proporcionando, ademas, la principal fuente de energia (ATP) al organismo.
También a nivel del complejo | y del complejo quinona-semiquinona-ubiquinol
(Q10) actuando como aceptores de electrones se puede formar el O, (Figura

2).
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—_— —_— —_— —_—
/7 Vel
2H* OH- H*

3 ;
(e

Figura 2.- Generacion de especies reactivas del oxigeno (EROs) en la

reduccion monovalente del oxigeno y en la cadena de transporte electronico.

Esta situacién ocurre de forma habitual en mitocondrias sanas, sin embargo,
esta produccion puede ser mucho mayor en determinados procesos fisioldgicos
como el envejecimiento. Cualquier situacion fisiolégica que impligue un
aumento de la respiracién mitocondrial supondra un incremento en la formacién
de radicales libres. Esto es lo que ocurre por ejemplo durante la practica de

ejercicio fisico.

La mitocondria puede generar mas del 85% de los EROs en el tejido
muscular esquelético (Chance et al.,, 1979; Lindsay et al., 2002). Se ha
estimado que la generacion del O,"" y del H,O, esta alrededor del 2% del total
del flujo de electrones en mitocondrias de células de rata (Ames et al., 1993;
Beckman et al., 1998 ), y que entre el 1-2% del O, consumido por el organismo

es convertido en O~ y que por dismutacién dara lugar a la formacién de otros
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EROs, se ha estimado que el ser humano puede producir alrededor de 2 Kg de
superéxido en el cuerpo cada afio y que individuos con procesos inflamatorios
cronicos pueden generar mucho mas (Halliwell, 1994; Halliwell, 1996; McCord

2000; Fang et al. 2002).

3.1.2.-Transporte electrénico microsomal (reaccione s de hidroxilacion).

Los peroxisomas, organulos responsables de la degradacion de acidos
grasos, también pueden originar la formacion de radicales libres, produciendo

como subproducto H,O, que es degradado por la enzima catalasa.

El reticulo endoplasmico, es decir, la fraccion microsomal de la célula,
contiene el sistema de transporte electronico no fosforilante (diferente del
trasnporte electronico mitocondrial que es fosforilante). Dichos sistemas
participan en diversas reacciones de hidroxilacion y desaturacion que producen
radicales libres y EROs. Un sistema de hidroxilacién, lo constituyen los enzimas
microsomales del citocromo P-450, que se encargan de la metabolizacion de

xenobidticos.

Destaca el sistema microsomal hepatico (Figura 3). Constituido por una
flavoproteina denominada NADPH-citocromo Pysp reductasa, y un citocromo
microsomico, el P4so. Un equivalente electrénico es transferido desde NADPH a
la flavoproteina que contiene un grupo prostético FAD, al que reduce por
completo. Posteriormente, los electrones son transferidos desde la

flavoproteina reducida a la forma oxidada del citocromo Paso (Fe®*") para dar la
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forma reducida P4so (Fe?). Esta es la que reacciona con (O2) formando el i6n

superoéxido (Figura 3).

NADPH S-OH + HO

Citocromo P,;, Reductasal

|‘D450-S
FAD . Fe
NADPH o
PasoS 2
le- |
P
O
NADP+ ADh |‘3450_S 2
2 le-
* Fer
S
NADPH P450'S (esteroides y
Citocromo P,., Reductasa Fes* acidos grasos)

Figura 3.- Sistema hidroxilante microsomal hepético.

La hidroxilacion que se realiza puede darse en diversos copuestos de gran

importancia biolégica como esteroides y acidos grasos.

3.1.3.- Células faqgocitarias.

Un hecho comudn a todo tipo de inflamacion es la infiltracién en el tejido
afectado de células capaces de moverse libremente. Se trata
fundamentalmente de leucocitos, neutréfilos, monocitos o macrofagos. Estas
células se activan y llevan a cabo la fagocitosis a través de un mecanismo de
consumo de oxigeno. Dicho consumo puede llegar a ser de hasta veinte a

treinta veces superior al que existe previo a la activacion. Utilizan el sistema de

17



INTRODUCCION

la NADPH oxidasa generando directamente O,"". Por otra parte, dichas células
también generan oxido nitrico (NO), por accion de la oxido nitrico sintasa sobre
la arginina intracelular, como mecanismo de defensa. La combinacién del O,"~
con el NO da lugar a la formacién del ONOQO™ capaz de inducir peroxidacion
lipidica en las lipoproteinas y destruir asi las membranas celulares (Nathan y

Xie, 1994),(Figura 4).

@) ) Arginina
CTE
(Reduccion 1e) NO Sintasa
02 NO"
SOD

HO Catalasa HO
2 2 2

Radiacion Fe+2 libre ONOO ~
*OH o+
LP NO ,
"OH + NO'2
. 02
ROO R RH

Figura 4.- Sistema oxidante en las células fagocitarias.

3.1.4.- Autooxidacion de compuestos de carbono reducido.

La autooxidacion de compuestos de carbono reducido como son
aminoacidos, proteinas, lipidos, glicidos y acidos nucleicos dan lugar también

a la formacion de O, .
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3.1.5.- Activacion catalitica de diversos enzimas d el metabolismo

intermediario.

La activacion catalitica de diversos enzimas del metabolismo intermediario
como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa,
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, 0xido nitrtico sintasa, son fuentes representativas

de esta produccion.

Un ejemplo es la desaminacion de la dopamina por la monoamina oxidasa
que genera H,O; en algunas neuronas y que ha sido implicada con la etiologia

de la enfermedad de Parkinson (Fahn et al., 1992).

Otro ejemplo lo constituye la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS tipo I, II, 1),
que en las células produce uno de los radicales mas relevantes en la
regulacion bioldgica, el 6xido nitrico. Otro de los radicales mas relevantes es el
superéxido producido por la NAD(P)H oxidasa ( Beckman et al.,1998; Drége,

2002).

La xantina oxidasa es otro enzima que participa en la producciéon de EROs,
genera superoxido por la oxidacion de hipoxantina a xantina y de ésta a acido
arico (Figura 5). En condiciones fisiolégicas, ésta oxidacion esta catalizada por
la xantina deshidrogensa, enzima que utiliza como aceptor de electrones el
NAD". Sin embargo, cuando hay alteracion de los mecanismos homeostaticos
celulares, como puede suceder en situaciones de isquemia y reperfusion, tiene

lugar una conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, debido a un
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aumento en la concentracién de Ca* intracelular que produce una activacion
de determinadas proteasas como la calpasa. La xantina oxidasa cataliza la
misma reaccion que la xantina deshidrogenasa pero utiliza el oxigeno como
aceptor de electrones con la consiguiente reduccion del oxigeno molecular vy,

formacion de anion superoéxido.

ATP
AK = Adenilato kinasa
HX = Hipoxantina

X = Xantina
2ADP XDH = XantinaDHasa

AK XO = Xantina Oxidasa
AMP
HX HX
NAD+ O
XDH XO 2
NADH Proteasa .-
Oz
X X
NAD+ O 5
XDH X0
NADH Proteasa .-
Oz
acido urico

Figura 5.- Esquema de la conversion de xantina deshidrogenasa

en xantina oxidasa.
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3.2.- FUENTES EXOGENAS.

Como se ha comentado anteriormente, también existe un origen exdogeno de

EROs. Las fuentes exdégenas pueden ser:

» Ambientales: radiaciones electromagnéticas, luz solar, ozono y tabaco. Los
radicales libres se pueden producir en respuesta a las radiaciones
electromagnéticas, como los rayos gamma, que pueden escindir el agua y
producir radicales hidroxilo (Hallywell, 1996; Betteridge, 2000). Los 6xidos de
nitrogeno en el humo de cigarrillos causan la oxidacién de macromoléculas y la
reduccion de los niveles de antioxidantes, lo que contribuye a la aparicion de
patologias en el fumador como procesos cardiovasculares y una variedad de
canceres, especialmente cancer de pulmén (Ames et al., 1993; Halliwell, 1994;

Betteridge, 2000; Valls-Bellés y Mufiiz 2001).

» Farmacoldgicas: Xenobidticos, drogas, etc. (Valls-Bellés, 2001). Como es
el caso de las antraciclinas, que interaccionan con el complejo | de la cadena

de transporte electronico e inducen la formacion de radicales libres.

* Nutricionales: Contaminantes, aditivos, etc. Las sales de hierro y cobre
promueven la formacién de radicales libres generando H,O,. Cuando un
individuo absorbe una cantidad significativa de hierro dietético debido a un
defecto genético, particularmente hierro hemo, se convierte en un factor de
riesgo para enfermedades cardiovasculares y cancer (Ames et al., 1990; Valls-

Bellés, 2001).
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4.- DANO OXIDATIVO A BIOMOLECULAS.

Aunque tradicionalmente las EROs se han observado desde un punto de
vista negativo para la funcion y viabilidad celular, estas pueden jugar un papel
importante en el origen de la vida y la evolucién biolégica con efectos
beneficiosos en los organismos. En los ultimos afios se han reconocido y
reevaluado la funcion de las EROs y su papel en funciones de la sefializacion y
de la modulacion de la expresion génica. De hecho no es facil catalogar a las
EROs o radicales libres como moléculas beneficiosas o dafinas. Segun
Jackson y colaboradores 2002, todo depende del proceso celular que se

analice, para ello estos autores toman dos ejemplos:

Asi por ejemplo, en la muerte celular por necrosis a consecuencia de los
mecanismos de isquemia-reperfusion, las EROs no son beneficiosas, mientras
que en la muerte celular por apoptosis pueden ser vistas como dafiinas o

beneficiosas.

El papel de las EROs en los procesos de inflamacion también puede ser
ambivalente. Se ha visto claramente como beneficiosos en el papel
proinflamatorio ya que proporciona un perfeccionamiento en la respuesta
inmune siguiendo a la infeccion, pero en trastornos como la artritis reumatoide,

la respuesta inflamatoria inapropiada generada por ellos debe ser suprimida.

Dafinas o beneficiosas, los investigadores han llegado a la conclusion de

que las especies reactivas del oxigeno juegan un papel importante en los
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cambios de la modulaciéon en la expresion génica y funcion celular y que estos

cambios pueden ser utilizados como biomarcadores de estrés oxidativo.

Las EROs causan oxidacion a biomoléculas tales como lipidos
poliinsaturados, moléculas de colesterol, glacidos, proteinas y acidos nucleicos
las cuales son susceptibles de ser atacadas in vivo por radicales libres (Figura

6).

| LIPIDOS | | PROTEINAS |

T ESPECIES OXIGENICAS REACTIVAS —
\

y
PEROXIDACION DEGRADACION Y DESACTIVACION MUTACION

e

PROBLEMAS CARDIOVASCULARES CANCER

Figura 6.- Dafo producido en las biomoléculas.

4.1.- DANO A LiPIDOS.

Los acidos grasos poliinsaturados son altamente susceptibles de ser
alterados por radicales libres, produciendo peroxidacién lipidica. Ya que
poseen dobles enlaces C=C de tipo cis, repitiéndose en ellos la estructura
divinil-metano, cada doble enlace estd separado del sucesivo por un CH,
alilico, lo que lo hace particularmente susceptible al ataque de los radicales

libres.
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La cadena de reacciones que los radicales libres producen en los acidos

grasos consiste en tres etapas esenciales: iniciacidon, propagacion vy

terminacion (Figura 7).

INICIACION

/N
/N

COOH

_V_W
_H\y_WCOOH

V2

COOH

\/\/\”/_\/\/COOH

PROPAGACION

b) > R+0, — RO",

o| RO2+RH —— RO+R

TERMINACION

d 2R —————o8 RR
e) 2RO, —————— O,+ROOR

f) RO*,+ R® =—————p ROOR

Figura 7.- Esquema de la peroxidacion lipidica.
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4.1.1.- Reacciones de Iniciacion

Cualquier especie capaz de secuestrar un atomo de hidrégeno de una
cadena carbonada en un acido graso (LH) dara lugar a un radical localizado en
el atomo de carbono correspondiente (C* 6 L") de esta estructura (Figura 7).
En la molécula del acido graso se produce una reestructuracién para formar un
dieno conjugado, un cambio en la disposicion de los dobles enlaces, junto con
el corrimiento del radical carbonilo (C°) para situarse sobre el siguiente atomo

adyacente.

En la peroxidacion lipidica existen otros mecanismos iniciadores, como
pueden ser los desencadenados por los propios productos de la peroxidacion
lipidica, ya que se trata de especies activadas, si bien, pueden también
considerarse como agentes propagadores en el sentido de generar y atacar a
estructuras lipidicas vecinas. Es importante el papel de la transferencia
elctrénica a partir de iones metélicos, puesto que las reacciones redox entre
iones metalicos de transicion y compuestos peroxidos juegan un papel
importante en la formacion de radicales libres “in vivo”. Este es el caso del
cobre y el hierro principalmente, aunque la reaccion de iniciacion de la
peroxidacion lipidica se ha observado también con otros metales de transicion.
El mecanismo de accibn mas importante desde el punto de vista de la
produccion “in vivo” es la reaccion de Fenton (Pryor, 1976; Gutteridge et al.,

1986; Wink et al., 1994; Lloyd et al., 1997).
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Sin duda, la especie responsable de esta iniciacion en presencia de iones
metalicos es el radical hidroxilo. Tanto esta especie como otras derivadas de la
peroxidacion lipidica son capaces de abstraer un atomo de hidrégeno por si

solos (Gutteridge et al., 1985; Halliwell et al., 1992).

Existe otro mecanismo de inciacion de las reacciones de peroxidacion,
como es la ruptura de enlaces quimicos por accion fotolitica (Pryor, 1976;

Elgendy et al., 1998).

No se debe olvidar el papel de las radicaciones ionizantes como mecanismo
iniciador del dafio tisular. Es un hecho suficientemente conocido no solo en la
patologia clinica, sino también en la industria de sintesis de polimeros, el papel
de las radicaciones ionizantes y las especies intermediarias reactivas en dichos

procesos (Bertsche, 1984).

Finalmente, hay que mencionar el papel de las reacciones toxicas
desencadenadas por diversos xenobidticos como el tetracloruro de carbono, o
farmacos antitumorales como la adriamicina, en cuyo mecanismo de accion
farmacoldgica esta implicada la formacion de especies moleculares activadas,
y cuya selectividad celular o no actuacién sobre células normales esta por

resolver (Valls-Bellés et al., 1994).
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4.1.2.- Reacciones de propagacion.

Son reacciones en las cuales, a diferencia de lo que ocurre en los procesos
de iniciacion y terminacion, se mantiene constante el nimero de radicales libres

que en ellas participan.

Después de la abstraccion de un hidrégeno y el reajuste molecular, el
radical creado presenta una alta reactividad con las moléculas de O,, dando

lugar al radical peréxido (RO",).

Por otra parte, el radical peréxido puede inducir a la abstraccion de otra
molécula de &cido graso vecina, iniciando de esta forma otro ciclo de
peroxidacién. La reaccion terminara cuando se produzca un consumo de
sustratos o por la extincion de especies paramagnéticas a radicales o

moléculas de mayor estabilidad y menor reactividad.

4.1.3.- Reacciones de terminacion.

Las reacciones de terminacién suponen un proceso en el que participan
mas de un tipo distinto de radicales libres y en el que varios mecanismos de

terminacion son posibles.

Son esencialmente tres reacciones de terminacion, que conducen a la

desaparicion de las especies mas reactivas, para ir sustituyéndolas

progresivamente por moléculas de mayor estabilidad quimica.
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De entre estas tres reacciones, se diferencian dos tipos: d)

Homoterminacion y e) y f) Terminacion cruzada (Figura 7).

Los radicales 2RO’ y O, se combinaran entre si para formar el compuesto
ROOR, o bien para sufrir oxidaciones posteriores. La eleccién entre uno u otro
camino reaccional dependera, entre otras cosas, de la viscosidad, asi como de
la concentracién del oxigeno en el medio. El factor determinante para que se

produzca una u otra reaccion sera la estructura del sustrato.

Las connotaciones de las reacciones de terminacion pueden resultar
importantes desde el punto de vista fisiopatoldgico celular. De ninguna manera
debe asumirse que la evolucién de los mecanismos de terminacién acaba con
el peligro distorsionante de los radicales libres, sino todo lo contrario.
Efectivamente, en la reaccion (d) aparecen enlaces neoformados con diversas
biomoléculas que pueden resultar altamente destructivos para aquellos
sistemas bioldgicos en los que éstos se establezcan de forma sistematica,

permanentemente y definitiva.

Como consecuencia de la peroxidacién lipidica, se produce una alteracion
en la conductibilidad, fluidez, permeabilidad y transporte de las membranas. Si
consideramos la localizacion critica de los acidos grasos poliinsaturados como
componentes principales y mayoritarios de las membranas celulares, pueden
ser alteraciones muy importantes. Efectivamente, una de las primeras
consecuencias es la destruccién de la membrana. Los fosfolipidos, en los que

al menos una de sus moléculas esterificadas es un acido graso poliinsaturado,
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constituyen los elementos moleculares basicos de las membranas celulares, al
mismo tiempo que representan objetivos potenciales y especialmente
selectivos para el ataque de las espécies oxigénicas. El grado de lesion de la
membrana celular puede ser escaso y no llegar a suponer importantes cambios
en la composicion de sus componentes lipidicos. Sin embargo, esto puede ser
suficiente como para potenciar la susceptibilidad de la membrana a posteriores

dafios oxidativos (Gutteridge et al., 1985).

4.2.- DANO A PROTEINAS.

También las proteinas y los aminoacidos se ven atacados por los radicales
libres. Este ataque causa cambios en la funcion celular, la fragmentacion
quimica y un aumento en la susceptibilidad al ataque proteolitico. Un ejemplo,
lo constituye la oxidacion reversible de los grupos -SH, que esta intimamente
ligada al estrés oxidativo en muchos aspectos. Existen otros tipos de
oxidaciones de grupos reaccionantes de tipo reversible; por ejemplo la
oxidacion de metionina a metionina sulfoxido y su reduccion enziméatica de
nuevo a metionina. Sin embargo, la oxidacion irreversible por dafio de algunos
grupos aminoacidicos, también es posible y encontramos un ejemplo en la

ruptura del anillo imidazélico de histidina o del triptofano.

La posibilidad de que una proteina sea atacada por un radical libre o una
especie oxigénica depende de su composicibn en aminoacidos y de la
accesibilidad de la especie oxidante a los aminoacidos. Determinados

aminoacidos son altamente reactivos con los radicales libres, como la
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metionina y la cisteina, ambas presentes en algunas enzimas (lisozima,
pepsina, etc.), lo que esta asociado con la pérdida de actividad biolégica de
estas enzimas (Buxton et al., 1988). Un ejemplo lo constituye la a-1-antitripsina:
la oxidacion de la metionina produce un efecto inhibitorio de su actividad sobre
la elastasa, que por otra parte ha sido relacionada con el desarrollo del
enfisema pulmonar. También se ha estudiado el mecanismo de inactivacion de
la a-1-antitripsina por el humo del tabaco, otro de los factores generadores de

radicale libres (Pryor, 1976).

Uno de los primeros trabajos que destacd el efecto y la importancia
bioldgica de la oxidacion de las proteinas fue él de los radicales generados por
radiolisis en el enzima lisozima. Se encontré6 que el radical tiocianato y el
radical hidroxilo inactivaban a la enzima y que los residuos de triptoéfano eran
esenciales para la actividad biologica. Este ejemplo constituyé una de las
primeras evidencias de la conexion entre la oxidacion de aminoacidos para

desnaturalizar la proteina y pérdida de su funcionalidad.

También la prolina es otro de los aminoacidos diana del estrés oxidativo,
especialmente como mecanismo de ruptura de enlaces peptidicos. Una de las

proteinas susceptibles de este tipo de destruccion es la molécula de colageno.

Ademas de la oxidacién de aminoacidos, el estrés oxidativo de las proteinas
también estd intimamente relacionado con la 6xido-reduccion reversible de los
grupos tiol; asi, la alteracion del estatus tiol/disulfuro se ha visto que tenia

consecuencias biolégicas como son los cambios de la constante y velocidad
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maximas de diversas enzimas. Gran parte de las funciones del glutation se
deben a su grupo tiol o -SH suministrado por el residuo de cisteina; no cabe
duda de que los efectos y funciones de la cisteina difieren mucho en funcion de
su estado en forma libre o formando parte del glutation, asi, mientras el
glutation se presenta en muchas funciones como agente reductor antioxidante,
la cisteina y sus derivados pueden inducir el estrés oxidativo en el orgaismo.
Se ha sugerido que estas diferencias estriban, principalmente en las
condiciones y propiedades de autooxidacidon de ambos compuestos (Saez et

al., 1987; Saez et al., 2001; Nauser et al., 2005).

Un ejemplo de la importancia de la oxidacion de proteinas lo representan las
LDL o lipoproteinas de baja densidad dénde histidinas y lisinas son modificadas
por oxidacion, lo que causa una alteracion en el reconocimiento del receptor.

(Griffiths et al., 2002).

Entre las proteinas existe una gran diferencia en la susceptibilidad frente al
dafio oxidativo. Por ejemplo, en una minuciosa comparacion se demostré que
la albumina bovina (BSA) se oxidaba dos veces mas rapido que la glutamina
sintasa, y que proteinas intactas son menos sensibles a la oxidacion que

proteinas parcialmente desnaturalizadas (Beckman et al., 1998).

La oxidacién proteica causa un aumento de la degradacién proteolitica,
incrementando la actividad de atrapadores de EROs. Ademas los procesos de
oxidacion proteica introducen frecuentemente nuevos grupos funcionales como

grupos hidroxilos y grupos carbonilos, que contribuyen a alterar la movilidad y

31



INTRODUCCION

la funcién proteica. Una mejora en la caracterizacion de los efectos ha
permitido identificar varios procesos secundarios que incluyen la
fragmentacion, el entrecruzamiento y el desdoblamiento, que puede acelerar o
impedir la proteolisis mediada por proteosomas de acuerdo con la gravedad del

dafio oxidativo (Griffiths et al., 2002).

4.3.- DANO AL ADN.

El ataque de radicales libres sobre el ADN genera un indice de lesiones,
que incluye la rotura de cadenas y la modificacion de bases, produciendo
mutagénesis y carcinogénesis (Griffith et al., 1988). Las alteraciones oxidativas
interrumpen la transcripcion y replicacion, aumentando el numero de
mutaciones. El radical hidroxilo (OH) ataca al ADN lo que conlleva un gran
namero de cambios en bases puricas y pirimidinicas. Algunas de estas bases
modificadas se consideran lesivas en potencia para la integridad del genoma

(Floyd, 1990; Dizdaroglu, 1991).

La lesion del ADN se acompafia de la activacion de la poli (ADP-ribosa)
sintetasa, encargada de la polimerizacion de residuos de ADP-ribosa a partir de
NAD™ (Figura 10). Estos efectos estan relacionados con la caida de nucleétidos
adeninicos y el aumento del Ca®" intracelular (Sies, 1986; Starke, et al., 1986;

Halliwell et al., 1988).

Junto a la activacion de la poli(ADP)-ribosa sinetasa se produce un aumento

en la demanda de NADPH®, debido a la oxidacion del glutation reducido (GSH)
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utilizado como cofactor en la metabolizacién del H,O, catalizada por la GPx. La
disminucién de las concentraciones intracelulares de NAD(H), NADP(H), GSH y
ATP conllevan la inhabilidad de la célula para mantener niveles bajos de calcio,
que a su vez induce la liberacion citosolica de metales pesados, contribuyendo
asi a la propagacion de especies reactivas y destruccion celular (Halliwell,
1988). Las bases oxidadas y las rupturas de cadena pueden ser reparadas
enzimaticamente. El dafio oxidativo del ADN es, de hecho, un mecanismo mas

en la alteracion de esta molécula genética (Figura 8).

En la actualidad, son muchas las bases modificadas que se pueden detectar
mediante técnicas de HPLC con deteccion electroquimica (Demple y Harrison,
1994). Se han detectado actualmente mas de 20 modificaciones en las bases.
Siendo la 8-o0xo-2’-deoxyguanosina (8-oxo-dGuo) una de las lesiones mas
graves. La presencia de residuos de 8-oxo-dGuo en el ADN puede llevar a
transversion (sustitucion) GC por TA, a no ser que sea reparada previamente a
la replicacion. Ademas, hay indicios que indican una correlacién entre esta
base modificada y la carcinogénesis “in vivo” (Floyd et al., 1986; Cheng et al,
1992; Feig et al., 1994; Kamiya y Kasai, 1995; de la Asuncién, 2004; Mizutani

et al., 2005; Servais, 2005).

Para que un radical hidroxilo medie este proceso, se producen dos pasos:
primero, la adicién del radical hidroxilo al C-8 de la guanina, y en un segundo
paso, la subsecuente pérdida del atomo de hidrogeno (o un electrén mas un
proton) del intermediario para formar 8-oxo-dGuo. La 8-oxo-dGuo una vez

formada, permanece en el ADN durante algun tiempo (Fiotakis et al., 2005).
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Rotura de cadena

CELULAS > ADN

MAMIFEROS H,O (+0, -) dafian débilmente Modificacion de bases
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HOe (formacion en lugares eﬁ
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v
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v l
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l H202
Aumento de HO*

Aumento de radicales liore——p Destruccion de membrana — 3 Destruccion celular

y peroxidacion lipidica Mayor liberacién de metales en los 4////

tejidos, mas radicales libres

Figura 8.- Dafo oxidativo al ADN y mecanismos de destruccion celular.

Hay estudios que demuestran que las bases modificadas pueden ser

liberadas por vias reparadoras, mediante la escision de bases y la escision de
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nuecleotidos. Algunas de las enzimas descritas incluyen la endonucleasa E.
Coli que libera 8-hidroxiguanina de ADN de doble cadena y otras como 5-
(hidroximetil) uracil glicosilasa en células de mamifero, 5-(hidroximetil) citosina
glicosilasa, timina glicol glicosilasa y redoxiendonucleasa (Chung et al., 1991;

Tchou et al., 1991; Yamamoto et al., 2004; Salmon et al., 2004).

Pero se ha demostrado que hay ademas de ésta, mas bases modificadas,
como la 2-Hidroxiadenina (2-OH-Ade) que puede inducir también a
transversiones Aa C, Aa Ty A a G. La 2-Hidroxi-deoxiadenosina-trifosfato (2-
OH-dATP) que es un substrato de la ADN polimerasa y puede ser
incorrectamente incorporada por esta enzima. La 8-hidroxi-adenina (8-oxo-Ade)
también puede ser erroneamente codificada e inducir a mutaciones en células

de mamiferos (Kamiya y Kasai, 1995; Kasai et al., 1998).

La 5-Hidroxicitosina (5-Oh-Cyt) que se muestra como una potente lesion
premutagénica llevando a una transicion (purina o pirimidina sustituida por otra
base diferente) de GC a AT y una transversion de GC a CG. Esta base
modificada es uno de los productos mas mutagénicos derivados del dafio al

ADN (Feig et al., 1994).

Existen mas bases modificadas, como la 4,6-diamino-5-formanido-pirimidina
(FapyAde), 5,6-dihidroxiuracilo (5,6-diOH-Ura) y la 5-hidroxi-5-metilhidantoina
(5-OH-5-MeHyd), pero sus consecuencias biolégicas todavia no han sido
investigadas, aunque es concebible que sus lesiones sean también

premutagénicas (Betteridge, 2000; Griffiths et al., 2002).
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La razén por la que la presencia de estas bases modificadas en el ADN
causa mutaciones, es debido a las perturbaciones inducidas en la estructura
macromolecular. Roberts en 1991, sugiere un mecanismo que explique como
tiene lugar dicha oxido-reduccion, basandose en estudios con cristalografia y
resultados bioquimicos. El Cu(ll) acepta un electron de un radical superéxido
para producir oxigeno molecular y Cu(l), y cede un electrén a un segundo

radical superoxido para producir, peréxido de hidrogeno.

Esto se produce de manera que un atomo de oxigeno del superoxido se une
a la carga positiva del Cu(ll), mientras que el otro atomo de oxigeno forma un
puente de hidrégeno con la carga positiva de un nitrégeno de la arginina. La
union del radical superoxido reduce el Cu(ll) a Cu(l) produciéndose a su vez la
rotura del puente entre la His y el idon Cu, liberandose oxigeno. La His sale
fuera del plano de los dos metales adquiriendo una geometria tetraédrica
alrededor del Zn(ll) protonandolo. Una vez el Zn(ll) ha relajado su geometria, el
hidrogeno de la His esta en posicion perfecta para cederlo al segundo anidn

superoéxido.

La unién del segundo radical superdxido directamente al Cu(l) se produce
de forma que un atomo de oxigeno del radical superdxido va a formar un
pequefio puente con el atomo de hidrégeno de la His, mientras que el segundo
atomo de oxigeno del superdoxido se dispone para formar un puente de
hidrégeno con la arginina cargada positivamente, como en el primer paso de la
catalisis. La proximidad del atomo radical superdxido a la histidina implica la

transferencia del protén a éste. La transferencia de estos protones tendra lugar
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con la oxidacion espontanea de Cu y el restablecimiento del puente entre la His

y el Cu, produciendo como resultado la formacion de peréxido de hidrogeno.

Este mecanismo sugiere un papel catalitico para el Zn. Asi, en el primer
paso de la reaccion de dismutacion, la relajacion de las distorsiones del ligando
estabiliza el estado de transicion. En el segundo paso de la reaccion, el papel
del Zn es asegurar la protonacion de la His y la posicion correcta del protén
para formar el puente de hidrégeno y la subsecuente transferencia de la

entrada del segundo radical superoxido, completando el ciclo catalitico.

Podemos decir que un exceso de estrés oxidativo podria llevar a un dafio en
el ADN y puede afectar a largas ramas de la cadena. Ames et al., en 1993
estimaron que el niumero de oxidaciones por célula y por dia estd sobre
100.000 en rata y sobre 10.000 en humanos. Los enzimas reparadores de ADN
(endonucleasas y gliosilasas) eliminan una gran mayoria de estas lesiones
eficientemente, pero no todas, lo cual implica que se acumulan con la edad.
Segun los mismos autores en ratas adultas de dos afos, estiman que hay unos
dos millones de lesiones por célula en el ADN que es dos veces mas que en

ratas jovenes.

El ADN mitocondrial de higado de rata tiene 10 veces méas dafio oxidativo
gue el ADN nuclear del mismo tejido. Este aumento puede ser debido a la
escasez de enzimas reparadores del ADNmt, a la escasez de histonas que lo
protegen y a la proximidad del ADNmt a la generacién de oxidantes durante la

fosforilacidn oxidativa. A pesar de que la célula se defiende a si misma y
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consigue presumiblemente eliminar mitocondrias dafiadas que provocan un
aumento de EROs, las lesiones del ADNmt se acumulan con la edad en una
tasa mas elevada que el ADN nuclear, asi que los autores anteriores creen que
el dafio oxidativo al ADN podria informar sobre las mutaciones que el ADNmt

acumula con la edad (Ames et al., 1993, Halliwell, 1994).

4.4.- DANO AL COLESTEROL.

Algunos radicales libres y especies oxigénicas pueden interactuar
rapidamente y modificar también pequefias biomoleculas libres como el

colesterol.

La oxidacion del colesterol es de particular interés biologico, puesto que se
producen hidroperéxidos de colesterol y una familia de oxisteroles oxidados
sobre el anillo B del esterol, y derivados del colesterol oxidado que estan
implicados en la aterosclerosis y en la enfermedad cardiovascular. Existen en
la actualidad muchas evidencias que indican que en el proceso de iniciacion de
la aterosclerosis estan implicados los radicales libres, la peroxidacioén lipidica y
la modificacion oxidativa de la LDL (Spiteller et al., 2003; Zmijewski et al.,
2005). La LDL oxidada es captada con mayor facilidad por macréfagos, lo que
produce la formacién de células espumosas e inducen la proliferacion de
células musculares lisas (Stoker et al., 2004). Ha sido también postulado, que
la presencia de oxisteroles en la sangre puede ser el resultado de un eficaz
mecanismo antioxidante “in vivo”. Dicho sistema se basa en la posible

interaccion a nivel de la sangre y diversos tejidos de diferentes elementos
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oxidantes con colesterol, y derivados oxidados del mismo serian excretados via

biliar-fecal.

5.- ESTRES OXIDATIVO Y SISTEMA DE DEFENSA

A bajas concentraciones los radicales libres son necesarios para el buen
funcionamiento celular pudiendo actuar como segundos mensajeros
estimulando la proliferacion celular y/o actuando como mediadores para la
activacion de las células. Sin embargo, un exceso de los mismos puede
acumularse hasta niveles toxicos dando como resultado que se produzcan
diversas acciones sobre el metabolismo de los principios inmediatos, que
pueden ser origen del dafio celular. Frente a la accion toxica de los radicales
libres los organismos han desarrollado numerosos mecanismos de defensa
antioxidantes que permiten su eliminacion o la transformacién en moléculas

estables (Davies, 1995).

Segun H. Sies (Sies, 1985) los sistemas bioldgicos estan en un estado de
equilibrio aproximado entre fuerzas prooxidantes y su capacidad antioxidante.
El desequilibrio a favor de la accion prooxidante es lo que se conoce como
estrés oxidativo. De hecho, el dafio oxidativo solamente se produce cuando los
mecanismos oxidantes superan la capacidad de los sistemas de defensa. Por
lo tanto, la supervivencia de las células aerobicas precisa de mecanismos que

contrarresten los efectos negativos de los radicales libres.
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Segun Halliwell y Gutteridge, antioxidante es cualquier sustancia que en
presencia o a bajas concentraciones, en relacion con el sustrato oxidable,
retrasa considerablemente o inhibe la oxidaciéon de dicho sustrato. Un buen
antioxidante se caracteriza por su alta efectividad, su variabilidad operativa y
versatilidad para poder combinarse con una importante variedad de especies

oxigenas reactivas.

Entre los sistemas antioxidantes cabe destacar:

1. A nivel fisiologico: El sistema microvascular, cuya funcion es

mantener los niveles tisulares de O,, siempre dentro de presiones

parciales relativamente bajas.

2. A nivel bioguimico: La defensa antioxidante puede ser enziméatica o

no enzimatica, asi como sistemas reparadores de moléculas.

5.1.- SISTEMA ENZIMATICO ANTIOXIDANTE.

El principal sistema de defensa contra los radicales libres lo constituyen
proteinas antioxidantes enzimaticas que incluyen la enzima superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), (Betteridge
2000; Fang et al., 2002). La eficacia de esta triada enzimatica reside en una
triple accién defensiva al disminuir la produccion de estas especies oxigénicas
e impedir la interaccibn de estas entre si, para dar lugar a especies mas

estables de menor reactividad y evitar la peroxidacion de las macromoléculas.
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Hay otros enzimas importantes que también participan en el sistema de
defensa, incluidos en las reacciones de la regeneracion del Glutation (GSH),

como la GSH reductasa, o la NADPH-quinona oxidoreductasa (DT diaforasa).

SOD
(1) 20, +2H" — 2" 2H,0,+0,
Catalasa
2) 2H,0, > 2H,0+0,
GP
3) H,0,+2GSH ——~  p GSSH+2H,0
NADPH
GR
NADP
2 GSH

DT- diaforasa

4)Q+2e +2H" — ——— » QH,

Figura 9.- Esquema de la generacion de EROs y defensa antioxidante.

5.1.1.- Superéxido dismutasa o (SOD). (EC.1.15.1.).

La Superoxido dismutasa (SOD) cataliza la reacciéon de dismutacion del i6n
superéxido a peréxido de hidrogeno, el cual puede ser reducido, de nuevo, por

la catalasa o por la glutation peroxidasa (Figura 10).

SOD
0,"+0, " 2H* ——»p» H,0,+0,

Figura 10.- Reaccion de la SOD con el radical superoxido.

Otra funcion de la superdoxido dismutasa es proteger a las dehidratasas

(acido dihidroxido dehidratasa, aconitasa, 6-fosfogluconato dehidratasa y
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fumarasa) contra la inactivacion por el radical libre superoxido. Se han
identificado cuatro clases de SOD que contienen: cobre, zinc, hierro,
manganeso o niquel, como cofactores. En humanos hay tres formas de SOD:
Cu/Zn-SOD citosélica, Mn-.SOD mitocondrial, y SOD extracelular (EC-SOD).
Sus genes derivan de dos genes ancestrales. Un gen proporciond un aumento
en el contenido de cobre y zinc al enzima. Otro gen proporcioné un aumento en
el contenido de manganeso o hierro. Podemos encontrar indicios de estos
genes en organismos muy primitivos con un elevado grado de homologia
alrededor de sus centros activos, lo que indica que estos genes se
desarrollaron facilmente en formas de vida, lo que explica como sobrevivieron
en presencia de oxigeno (McCord, 2000). La SOD cataliza la dismutacion de
O,"™ por sucesivas oxidaciones y reducciones del iébn metalico de transicion en
Su sitio activo con un mecanismo tipo ping-pong con alto indice de reaccion
(Benov y Fridovich, 1998; Hsieh et al., 1998; Majima et al., 1998; Matés et al.,

1999).

Existe una cuarta enzima Ni-SOD que ha sido purificada de la fraccion
citosdlica de la micobacteria Streptomyces sp. y Streptomyces coelticolor. Esta
compuesta por cuatro subunidades idénticas. Su composicion en aminoacidos

es diferente de las tres SOD anteriores

5.1.2.- Catalasa (EC 1.11.1.6.).

La catalasa actua de forma similar a la SOD (McCord, 2000). Reacciona a

cualquier concentracion con H,O, para formar oxigeno molecular y con
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donadores de hidrogeno (metanol, etanol, acido férmico o fenol...) con actividad
peroxidasa y protege a las células del peroxido de hidrogeno interno. (Figura

11).

La catalasa es una enzima tetramérica con cuatro subunidades idénticas de
60 KD que contienen un grupo de ferriprotoporfirina por subunidad, estando su
masa molecular sobre los 240 KD. Es una de las enzimas mas eficientes que
se conocen. Tal es su eficiencia que puede ser saturada por H,O, a cualquier
concentracion (Lleidas et al., 1998; Matés et al., 1999). Esta localizada en los
peroxisomas y es abundante en células de mamiferos. Destruye el H,0,

generado por oxidasas localizadas dentro de estos organulos (Halliwell, 1996).

CAT
2H,0, —» 2H,0+0,

CAT
ROOH +AH, — % H,0 + ROH +A

Figura 11.- Reaccion de la catalasa con el peréxido de hidrogeno.

Aunque la catalasa no es esencial bajo condiciones normales, para algunos
tipos de células, juega un papel importante en la adquisicion y la tolerancia al
estrés oxidativo y la respuesta celular (Matés et al., 1999). El aumento de la
sensibilidad de las células enriquecidas con catalasa a la adriamicina, la
bleomicina y el paraquat se atribuye a la capacidad de la catalasa para prevenir
el consumo inducible por drogas del O, de esta manera antes de la captura del

H.O,, este puede escapar de la célula y convertirse en O,. (Matés et al., 1999).
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5.1.3.- Glutation peroxidasa o (GPx). (EC 1.11.1.9. ).

El enzima glutation peroxidasa (GPx) es probablemente el mayor eliminador
de H,O, en células de mamiferos. En organismos superiores, la glutation
peroxidasa aparece en gran parte para suplantar la necesidad de la catalasa.
Contiene centros activos de selenio, implicados, no sdlo en la eliminacion del
H.O,, sino también en el metabolismo de peréxidos lipidicos (ROOH y H,0,).
Esta enzima utiliza como cosustrato al GSH, para catalizar la reduccién de
peréxidos lipidicos, que a su vez actua como antioxidante no enzimatico.
(Figura 12) (Chance et al., 1979; Ursini et al., 1987; Halliwell, 1996; McCord,

2000;).

GPx
ROOH + 2 GSH —» ROH + GSSG + H,0
NADPH
GR
NADPH* + H*
2 GSH

Figura. 12.- Reduccion del ROOH por la GPx.

Se han encontrado al menos 5 isoenzimas de la GPx en mamiferos. Sus
niveles de expresion varian dependiendo del tipo de tejido. La glutation
peroxidasa citosolica y mitocondrial reduce peroxidos lipidicos y H,O, a
expensas del glutation (cGPX o GPX1). La glutation fosfolipido hidroperoxidasa
(GPX4 o PHGPX), al igual que la anterior se encuentra en la mayoria de

tejidos. Se localiza tanto en el citosol como en la membrana, y puede reducir

44



INTRODUCCION

directamente a hidroperéxidos lipidicos, acidos grasos e hidroperéxidos de
colesterol que se producen en la peroxidacion de membranas y lipoproteinas
oxidadas (Imai et al., 1998). Se expresa mayormente en células del epitelio
renal. La GPX2 citosélica y la GPX3 extracelular se detectan poco en la
mayoria de los tejidos excepto en el tracto gastrointestinal y el riidn. Hay que
afiadir otra isoenzima, la GPX5, que se expresa especificamente en raton (Yan

et al., 1997, Ding et al., 1998).

Se ha considerado y se considera que la GPX en células animales, y
especialmente en eritrocitos humanos, es el principal enzima antioxidante para
detoxificar el H,O,, ya que la catalasa tiene menor afinidad por el H,O, que la
GPX. También se sabe que células con disminucion de GPX son mas sensibles
a la toxicidad del paraquat y la adriamicina (Taylor et al.,, 1993). El
mantenimiento de la defensa contra las oxidaciones mediadas por el
peroxinitrito es también una funcion de la GPX y de otras selenoproteinas que
contienen selenocisteina o selenometioninas. (Sies et al., 1997; Matés et al.,
1999). Este enzima puede reducir peroxidos lipidicos, asi como el peroxido de
hidrogeno. Es un enzima muy importante para el mantenimiento de la

estructura y funcién de las membranas biolégicas (McCord, 2000).

5.2.-_DEFENSA NO ENZIMATICA O “SCAVENGERS” DE RADIC ALES

LIBRES.

En el sistema antioxidante de defensa no debemos olvidar a las moléculas

antioxidantes hidrofilicas o lipofilicas. Como el beta-caroteno, la ferritina, la
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ceruloplasmina, el selenio, el manganeso, la ubiquinona, el zinc, el acido urico.
De entre las moléculas hidrofilicas cabe destacar la vitamina C, la vitamina E,

el GSH, los flavonoides y las melanoidinas, entre otras.

5.2.1.-. Glutation reducido (GSH).

El Glutation (y-Glu-CysH-Gly) es el mayor componente antioxidante
intracelular, es un tripeptido compuesto de cisteina, acido glutamico y glicina.
Su distribucidon es universal al estar presente tanto en plantas como en
animales y juega un papel importante en la proteccion celular contra los efectos
toxicos de los radicales libres. Est4 presente en las células, principalmente en
su forma reducida, y gran parte de sus funciones se deben a la presencia del

grupo tidlico reducido que le confiere la cistéina.

En la defensa celular contra los radicales libres tiene un papel importante
como antioxidante al ser capaz de interaccionar y estabilizar radicales hidroxilo,
superéxido, y peréxidos, ademas de participar en la reduccién de otros
antioxidantes tales como el a-tocoferol y donar hidrégenos para reparar el ADN
dafiado. Por otro lado puede actuar como cosustrato de enzimas antioxidantes

como la gluation peroxidasa, como hemos mencionado anteriormente.

46



INTRODUCCION

Del GSH cabe destacar las siguientes caracteristicas:

1.- El GSH es un antioxidante exdgeno y endogeno. El GSH de la dieta puede

ser absorbido en el intestino delgado y puede ser sintentizado de nuevo.

2.- Aungue el radical glutatiéon formado por la oxidacion del GSH es un radical
prooxidante, este puede reaccionar con otro radical GSH (GS:) y dar como
resultado GS-SG que es reducido a GSH por la enzima glutation reductasa

dependiente de NADPH.

3.- EI GSH puede reaccionar con componentes electrofilicos de xenobioticos en

la reaccion catalizada por glutation-S-transferasa.

4.- EI GSH puede conjugarse con NO, que como consecuencia produce la
formacion del GSH nitrosilado, que a través de un sistema de tiol proteinas

liberara GSH y NO.

5.- El GSH interacciona con proteinas tidlicas (glutaredoxina y thioredoxina)
gue pueden jugar un papel importante en la regulacién de la homeostasis del

sistema de reduccién-oxidacion de la célula.

La sintesis del GSH esta regulada a partir de glutamato, cisteina y glicina en
dos etapas. En la primera etapa se une acido glutdmico y cisteina, para formar
y-glutamilcisteina. Esta reaccién esta catalizada por la y-glutamil cisteina

sintetasa. Dicho paso esta limitado a la disponibilidad de la cisteina. En la
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segunda etapa el y-glutamilcisteina reacciona con la glicina para formar el

tripeptido, reaccién catalizada por la glutation sintetasa. (Figura 13).

/Q ?

N
glicina ‘

i | \W N
Nw y-glutamilcisteina C— NH—C—C—N—
A

N SH
cisteina

(v |

P ADP + Pi ATP  ADP+Pi CH, o

Glutamato N

CH,

| Glutation
707 NH3+

@ y-glutamilcistein sintetasa \
COO

@ Glutatién sintetasa

Figura 13.-. Sintesis de GSH.

El GSH total es regulado por una reaccién de retroalimentacion por la y-
glutamil cisteina sintasa. La disponibilidad dietética de los amino&cidos de

azufre puede tener influencia en las concentraciones del GSH celular.

5.2.2.- Vitamina E.

El término vitamina E es la descripcion genérica para todos los tocoferoles y
tocotrienoles que exhiben actividad biolégica de alfa-tocoferol, siendo éste el
antioxidante natural mas efectivo en fase lipidica y en la parte externa de las

lipoproteinas.

La vitamina E se compone mayoritariamente de a-y-tocoferol, estando las

formas ingeridas en estado libre o formando ésteres. La absorcion de la
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vitamina E estd ligada a la simultanea digestion y absorcion de la grasa
alimentaria. Una vez en el enterocito, la vitamina se incorpora a los
quilomicrones, los cuales via linfatica pasan a la sangre y finalmente al higado.
Los QM pueden ceder la vitamina a los tejidos y células sanguineas

incorporandose a las membranas junto con el colesterol y los fosfolipidos.

OH R

LH [I;HL 2?

alfa-tocoferol

S
Y

quinona
Radical tocoferilo

Orina, bilis

Figura 14.- Reaccion del a-tocoferol con los peroxidos.

La vitamina E puede reaccionar con *0,, O,"", OH, y ROO". Una de sus
funciones mas importantes es la inhibicién de la peroxidacién lipidica, actuando
de scavenger del radical peroxilo y dando como producto hidroperoxidos y
radical tocoferoxilo, el cual puede transformarse en quinona en presencia de O,
y ser eliminado por orina o bilis (Figura 14), pero la cantidad de quinona que se
forma es minima. Lo que suele ocurrir es que la forma oxidada se reduce
nuevamente en presencia de acido ascorbico, QH, o de GSH, pudiendo actuar
nuevamente de antioxidante (Figura 15) (Brigelius-Flohé y Traber, 1999; Abudu

et al., 2004).
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Por tanto, la generacion de la vitamina E va a depender de las condiciones
existentes, se consume en primer lugar el acido ascoérbico cuando los radicales
se forman en fase acuosa, mientras que se consume primero la CoQ cuando

los radicales se forman en la membrana.

La vitamina E también puede actuar de prooxidante, produce una
peroxidaciéon en las LDL, facilitando la transferencia de la reaccion de los
radicales de la fase acuosa al interior del ambiente lipidico. Para inactivar esa
peroxidaciéon mediada por el tocoferol, son necesarios los adecuados agentes
reductores, llamados coantioxidantes, siendo los mas eficaces el &cido

ascorbico, en ambientes hidrofilicos y la CoQ en el hidrofobico (Figura 15).

Ascorbato
a-tocoferol
Radical
dehidroascorbato
ROO-

GSH

ROOH
GSSG

Radical QH;
tocoferoxilol OH-

Prooxidante

o =ELE

Acido ascé6rbico

QH,

Figura 15.- Esquema de la actividad antioxidante y prooxidante de la

vitamina E.
La mayor fuente de vitamina E son los aceites vegetales y sus derivados

(margarinas, mayonesas, reposteria). Los alimentos de origen animal contienen

principalmente a-tocoferol. Los alimentos derivados de plantas como aceites
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vegetales, frutos secos y cereales contienen tocoferoles y tocotrienoles. Los
tocoferoles mas comunes en la dieta son a y y-tocoferoles. Otros alimentos
como legumbres, lacteos y cereales pueden contribuir significativamente a la
ingesta total de la vitamina E dependiendo de la dieta. Consecuentemente, una
dieta deficiente en vitamina E reduce la actividad de enzimas, induce
peroxidacién lipidica y causa enfermedades neuroldgicas y cardiovasculares,
pudiendo ser todo revertido por la suplementacion de vitamina E en la dieta
(Muller, 1990; Halliwell, 1996; Betteridge, 2000; Carr et al., 2000; Fang et al.,

2002).

5.2.3.- Vitamina C.

La vitamina C o &cido ascoérbico es una vitamina hidrosoluble que se
encuentra en una concentracién muy elevada en numerosos tejidos y plasma.
La vitamina C muestra una amplia distribucién en los tejidos, siendo maxima su
concentracion en aquellos con un intenso metabolismo como son glandulas
suprarrenales, hipdfisis, higado, pancreas, encéfalo y ojos. Es uno de los
antioxidantes mas potentes en fase acuosa, que actua a nivel extracelular y
citosolico. La vitamina C reacciona con el O,”, H,O, ROO’, "OH y 'O,
oxidandose a dehidroascorbato y siendo nuevamente reducido a acido
ascorbico por accion de la dehidroascorbato reductasa (Auroma, 1998;
Dhremer et al.,, 2001) (Figura 16). Esta reduccion puede ocurrir via no
enzimatica por la glutation o via enzimatica por la actuacion de proteinas que
muestran actividad DHA reductasa incluyendo la tioltransferasa. El glutation es

necesario para la reduccion del DHA, y se obtiene probablemente de la
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reaccion catalizada por la glutation reductasa requiriendo NADPH como
cofactor (Figura 16). Su absorcidon esta en funcion de la ingesta, a mayor
ingesta menor absorcibn y viceversa. No se sintetiza en humanos,

dependiendo por tanto del aporte dietético.

H,O + ROH

NADH H,0, ROOH

DHA

antioxidante

DHA reductasa
NADPH NAD

NADP ASC
2GSH Fe2+

GSSG Fe3+
OH-

prooxidante

ASC
DHA

Dafio celular

Figura 16.- Esquema de la actividad antioxidante y prooxidante de la

vitamina C.

La vitamina C se absorbe mayoritariamente en el duodeno y yeyuno
proximal mediante un mecanismo de transporte activo dependiente del sodio.
En cuanto al acido dehidroascérbico, su absorcion es facilitada aunque, segun

algunos autores, puden existir otras vias.

Sus principales fuentes son las frutas, verduras y hortalizas (citricos, fresas,

kiwi, melén, tomate, pimiento, coles coliflor, etc.), y entre los de origen animal

cabe destacar el higado.
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5.2.4.- Carotenoides.

Existen mas de seiscientos carotenoides, de los cuales cerca de 50 son
precursores de la vitamina A o retinol. Los carotenoides se dividen en dos
grupos, los compuestos hidrocarbonados y las xantofilas. Los carotenos como
el a o B-carotenos o el licopeno contienen solo atomos de carbono e hidrogeno,
mientras que las xantofilas como la criptoxantina, cantaxantina y la luteina
tienen al menos un atomo de oxigeno en su estructura. Debido a la presencia
de multiples enlaces conjugados, los carotenoides y en particular los 4-oxo
derivados tales como astaxantina y cantaxantina actian como captadores de
radicales libres. Son eficientes antioxidantes contra el oxigeno singlete y los
radicales peroxido, contribuyendo de este modo al sistema de defensa

antioxidante lipofilico del organismo.

En presencia de radicales peroxilos, el -caroteno, es un eficaz finalizador
de la cadena oxidativa, siempre y cuando se mantengan las presiones
parciales de O, bajas. Si la presion parcial no es baja prosigue el proceso
oxidativo, actuando en este caso de prooxidante. Por tanto, segun cuales sean
las caracteristicas fisioldgicas actuara de antioxidante o prooxidante (Young y

Lowe, 2001) (Figura.17).

53



INTRODUCCION

ROO- v 0z

po .
ROOH . B-caroteno- OO (prooxidante)

Producto final no reactivo

ROO-

Figura 17.- Esquema de la actividad antioxidante y prooxidante del S-caroteno.

La vitamina A en la dieta puede ser ingerida a través de alimentos de origen
animal, mayoritariamente en forma de esteres de retinilo o a través de
alimentos de origen vegetal, en forma de carotenoides, principalemente f-
caroteno. Estos carotenoides y ésteres de retinilo tienden a agruparse en el
estbmago en globulos de grasa. Los ésteres de retinilo se hidrolizan a retinol
libre absorbiéndose por transporte activo o difusion facilitada. El B-caroteno es
absorbido por difusion facilitada. En el enterocito gran parte del B-caroteno es
transformado en retinal y posteriormente en retinol, mezclandose junto con el
procedente de la dieta. Posteriormente es esterificado e incorporado a los
quilomicrones, junto con una pequefia cantidad de carotenoides procedentes
de la dieta. Los quilomicrones son liberados, via linfatica, al torrente sanguineo
y posteriormente al higado donde se metabolizan. Son liposolubles, pero su
molécula tiene una parte hidrofilica y otra lipofilica, lo que les permite estar

situados bien en membrana celular o en la parte externa de las lipoproteinas.
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La vitamina A (retinol) se encuentra mayoritariamente en la materia grasa de
ciertos alimentos de origen animal com carnes, higado, yema de huevo, leche,

mantequilla, queso y nata.

Los carotenoides son colorantes del reino vegetal y animal. La mayor fuente
de carotenoides son alimentos vegetales y carnes, en concreto a y [3-

carotenos, luteina y licopenos.

5.2.5.- Acido lipoico.

El acido lipoico, es considerado como un antioxidante ideal o universal, se
obtiene a partir de la dieta y actua frente a una elevada cantidad de radicales
libres (hidroxilo, &cido hipocloroso, oxigeno singlete) en medios lipidicos y
acuosos, ademas actua como quelante de metales y actla sinérgicamente con

otros antioxidantes.

5.2.6.- Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos o polifenoles se encuentran en el reino vegetal
especialmente en las frutas y verduras, asi como en el té, el café, el cacao, la
cerveza, el vino y los zumos, constituyentes habituales de la dieta humana.
Una de las razones por las cuales han adquirido gran interés dichos
compuestos en los dltimos afos es debida a su actividad antioxidante, que
depende principalmente de su capacidad de reducir radicales libres y quelar

metales, impidiendo la accion catalizadora de los radicales libres. Asi pués,
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actuan en todos aquellos procesos fisiopatologicos en los cuales estan
implicados los radicales libres o especies oxigenas reactivas (EROs o ROS),
tales como procesos cardiovasculares, cancer, envejecimiento, enfermedades

degenerativas, procesos inflamatorios, etc.

Los polifenoles en los alimentos se clasifican segun su estructura quimica,
especialmente en funcion de los anillos fendlicos y los sustituyentes de dichos
anillos en, acidos clorogénicos, hidroxibenzéico (acido galico) e hidroxicinamico
(acido cinamico, cafeinico y feldrico), estilbenos (resveratrol), lignanos y

flavonoides (Manach et al., 2004) (Figura 18).

Los acidos fendlicos se encuentran en cantidades muy pequefias en el reino
vegetal a excepcion de ciertas frutas rojas y cebollas. Asi el té es una fuente
importante de acido galico (4,5 g/Kg de té fresco); el acido hidroxibenzoico
forma parte de estructuras complejas en las frutas rojas; el acido hidrocinamico
se encuentra de forma libre en los alimentos, pero si éstos sufren procesos
como: congelacion, esterilizacion o fermentacion, pasa a forma glicosilada; Los
lignanos, que estan formados por dos unidades de fenilpropano, se encuentran
mayoritariamente en el aceite de linaza, y en menor cantidad en los cereales y
las frutas; los estilbenos, se encuentran mayoritariamente en el vino, siendo
uno de los mas importantes el resveratol. El vino tinto contiene 0’3 a 7 mg/L de

resveratol en forma libre y 15 mg/L en forma glicosilada (Vitrac et al., 2002).
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Figura 18.- Estructuras quimicas de los diferentes acidos fendlicos y

flavonoides.

Dentro de los compuestos fendlicos cabe destacar los flavonoides, son un
grupo de sustancias naturales que se encuentran en el reino vegetal. Se han
descubierto méas de 4000 especies diferentes de flavonoides, encontrandose en
frutas, verduras, semillas, tallos, flores, siendo por tanto, constituyentes

importantes de la dieta humana.

Estructuralmente los flavonoides son derivados benzo-y-pirenos. Su

estructura basica es: 2 anillos benzenos unidos a través de una anillo pirona o
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pirano heterociclico (Bravo, 1998) (Figura 19). La estructura quimica de los
compuestos fendlicos, es la que les confiere su capacidad para actuar como
captadores de radicales libres (Heim et al., 2002). El tipo de compuesto, el
grado de metoxilacion y el nimero de grupos hidroxilo son algunos de los
parametros que determinan esta actividad antioxidante. Asi, segun Rice-Evans
y colaboradores (1996) los compuestos con mayor actividad son aquellos que
presentan dos grupos hidroxilo en posicién orto en el anillo B, lo que confiere
una alta estabilidad al radical que se forma después de la reaccion de captura
del radical libre. Contienen un doble enlace 2,3 en conjugacion con el 4-oxo
(C=0) en el anillo C y aquellos compuestos que tienen grupos OH-en 3y 5y el
grupo oxo (C=0) en 4 en los anillos A y C. Se combinan con azucares para
formar glicésidos, siendo ésta la forma mas habitual en la que se encuentran
en la naturaleza, sin embargo se ha visto que los agliconas muestran una
actividad antioxidante mas elevada que sus correspondientes glicosidos.

R

e
Fenilalanina 4 ©

Flavonoides — . = @ . Rs
Tirosina -
(vegetales) Re Rs

acetato Rs Ra

Derivados benzo -y - pirenos

Figura 19.- Estructura quimica del flavonoide.

Los flavonoides se dividen en subclases segun la union del anillo B al C y
de los sustituyentes (R) de sus anillos (Figura 19) y las variaciones en el
namero y distribucion de grupos OH. Asi pués se dividen en: antocianinos,

flavanonas, flavonas, flavanoles (epicatequina, procinidina), flavonoles
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(glucosidos de quercetina) e las isoflavonas, (genisteina y daizeina) que son
conocidas por sus propiedades estrogénicas (Figura 20), (Beecher, 2003; Rice-

Evans, 2003).

Los Flavonoles son los mas comunes en los alimentos, como mas
representativos cabe destacar la quercetina y kaempferol. Las cebollas
contienen aproximadamente 1200 mg/kg de flavonoles y el vino tinto y el té
contienen 45 mg/L estando presentes en forma glicosilada. Las frutas
contienen entre 5 y 10 flavonoles glicosilados diferentes y su concentracion
esta en funcion de factores ambientales, como la luz solar (Macheix et al,.

1990).

Las Flavonas se encuentran en cantidades menores que los flavonoles en
las frutas y verduras, siendo las principales la luteolina y la apigenina en forma
glicosilada que mayoritariamente se encuentran en el perejil. Los citricos
contienen grandes cantidades de flavonas polimetoxiladas tales como:
Tengeritina, nobiletina y sinensetina (la mandarina contiene hasta 6500 mg/L),

siendo estas las mas hidrofébicas (Manach et al., 2004).
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Figura 20.- Estructuras quimicas de las diferentes familias de flavonoides.
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Las Flavanonas se encuentran generalmente en forma glicosilada con un
disacarido en posicion 7. Se pueden encontrar en cantidades considerables en
el tomate, en los citricos y en ciertas plantas aromaticas, tales como la menta.
El zumo de naranja contiene entre 200 y 600 mg de hespiridina/L y de 15 a
85mg de narirutina/L, (un vaso de zumo de naranja puede contener entre 40 y
140 mg de flavanonas glicosiladas). Donde mayor es el contenido de
flavanonas es en la parte del albedo y las membranas internas de la naranja y

mandarina (Clifford, 2000; Tomas-Barberan et al., 2000).

Los Flavanoles se encuentran en forma de monomeros (catequina y
hepicatequina) y en forma de polimeros (proantocianidina). Las catequinas en
forma de agliconas estan mayoritariamente presentes en las frutas, en el vino
tinto (hasta 300 mg/L), en el té, ( un vaso de té verde contiene hasta 200 mg de
catequinas (Lakenbrink et al., 2000)) y en la cerveza con / sin alcohol 401 y 343
mg/L respectivamente (Valls et al., 2006). Estos en los alimentos no se
encuentran en forma glicosilada. Las proantocianidinas forman complejos con
proteinas de la saliva los cuales son responsables del caracter astringente de
las frutas. Es dificil su cuantificacion en los alimentos ya que segun el estado

de maduracion podemos encontrar diferentes estados de polimerizacion.

Las isoflavonas se encuentran fundamentalmente en las plantas
leguminosas, la soja es la de mayor contenido, se encuentra genisteina,
daidzeina y gliciteina en una proporcién 1:1:0:2 en cuatro formas diferentes:
aglicona, 7-O-glicosido, 6”-O-acetil-7-O-glicosido y 6”-O-malonil-7-O-glicosido.

Son sensibles al calor y se hidrolizan a glicosidos en los procesos industriales,
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como ocurre en la produccion de la leche de soja. La semilla de soja contiene
entre 580 y 3800 mg de isoflavonas/Kg y la leche de soja contiene de 30 a 175

mg/L (Cassidy et al., 2000).

Las Antocianidinas son pigmentos que podemos encontrar en el vino tinto,
en los cereales y mayoritariamente en las frutas, especialmente en la piel de
estas ultimas. Ademas pueden existir bajo diferentes formas quimicas, siendo
la cianidina la mas comuan. El contenido en los alimentos esta en funcion de la
intensidad del color. Puede llegar hasta 2000-4000 mg/Kg en la grosella y
fresas, aumentando estos valores con el proceso de la maduracion. El vino
tinto contiene entre 200-350 mg de antocianinas/L, las cuales se transforman
en complejas estructuras a medida que aumenta la edad del vino (Clifford,

2000).

La cantidad de flavonoides ingeridos por el hombre difiere bastante segun la
zona geografica. Esta ingesta esta en funcién de los componentes dietéticos,
es decir, de la ingesta de frutas, verduras y sus derivados como zumos, t€, vino
y cerveza. Por ejemplo: en Finlandia la ingesta es de 2,6 mg/dia, en Holanda
es de 23 mg/dia, en Jap6n 68 mg/dia, en Dinamarca 23-46 mg/d, en Finlandia
24 mg/d, y en Estados Unidos 20-34 mg/d (Nijvedt et al., 2001, Beecher, 2003).
No hay un ingesta diaria recomendada de un Unico componente fendlico o
flavonoide, ya que esta cantidad depende del alimento vegetal consumido, por
ello no es posible proporcionar valores definitivos sobre la ingesta en la
poblacién humana. Sin embargo se ha hecho un calculo aproximado entre 150

mg y 1000 mg por dia en la dieta mixta occidental (Stahl et al., 2002).
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Estos compuestos poseen actividad antioxidante tanto en sistemas
hidrofilicos como lipofilicos tienen capacidad para actuar de dadores de
hidrogenos o quelar iones metalicos como el hierro y el cobre, impiden la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales estan
implicadas en la patogénesis de las enfermedades coronarias (Hertog et al.,
1997), inhibiendo la agregacion plaquetaria (Hubbard et al., 2003) y protegen al

ADN del dafo oxidativo.

En experimentacion animal se ha estudiado el efecto de la epicatequina en
hepatocitos aislados de rata y se ha observado que inhiben la peroxidacion
lipidica y aumentan la viabilidad celular (Valls-Bellés et al., 2002; Valls-Bellés et
al., 2004). Asimismo, la catequina previene de los efectos toxicos de la
adriamicina y la fraccion de flavonoides de la cerveza, tanto rubia como negra,
inhibe la oxidacion de lipidos y proteinas al mismo tiempo que aumenta la
viabilidad celular en estudios realizados en células hepaticas tras la induccion
de un estrés oxidativo inducido por este antineoplasico. Asi mismo, la cerveza
protege al ADN contra el dafio oxidativo, tanto “in vitro” como “in vivo”

(Gonzalez-SanJose et al., 2001).

Por otra parte, los flavonoides presentes en la dieta pueden inducir la
defensa enddgena, a través de los elementos de respuesta a antioxidantes
(ERA o ARE) encontrados en los promotores de algunos genes que son
inducibles por el estrés oxidativo. Algunos gquimiopreventivos cancerigenos se
piensa que actuan, a través de los ERA o ARE al incrementar los antioxidantes

y la detoxificaciéon (Favreau y Pickett, 1991; Sen, 2000; Kim et al., 2001).
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También se ha comprobado que los flavonoides de forma combinada
presentan mayor poder antioxidante que de forma aislada, y recientemente, se
ha observado que los flavonoides son sustrato de la P-glicoproteina, la cual
participa en la resistencia a los xenobioticos en células cancerosas (Zeng et al.,

2005; Langguth et al., 2005; Dives et al., 2006).

Actualmente se propone a los flavonoides como moléculas que ejercen
efectos beneficiosos en multitud de enfermedades. Muchas de las acciones
biologicas de los flavonoides se atribuyen a sus propiedades antioxidantes a
través de cualquiera de sus capacidades reductoras per se o bién influyendo en

el estado intracelular redox.

El mecanismo a través del cual los flavonoides ejercen sus acciones
beneficiosas o toxicas aun esta sin esclarecer. Sin embargo, estudios recientes
han especulado que la actividad antioxidante (donadores de hidrégenos) no
explica todos los efectos celulares. Actualmente se esta valorando la
posibilidad de un nuevo mecanismo protector no antioxidante, como la unién a
receptores, funcionando como moléculas sefal, y de modulacion de expresion

de genes (Rice-Evans et al., 2003).

Los mecanismos de absorcion gastrointestinal de los polifenoles no estan
totalmente esclarecidos, por su naturaleza hidrofilica se piensa que tienen que
estar implicados transportadores de membrana que faciliten su transporte,
aunque en la actualidad solamente ha sido identificado un transporte activo

dependiente de Na™ en el transporte de acidos fendlicos (Ader et al., 1996).
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En el caso de los flavonoides, con excepcion de los flavanoles, se
encuentran en la forma glicosilada y la glicosilacion influye en su absorcion. Las
agliconas pueden ser absorbidas desde el intestino delgado (Hollman y Katan,
1999) vy los glicésidos, que resisten la hidrdlisis del estbmago, no pueden ser
absorbidos en su forma nativa y deben de ser hidrolizados por las enzimas
intestinales, o por la microflora del colon para ser absorbidos (Day et al., 2000).
En muchos casos, cuando la flora estad implicada, la eficiencia de absorcion
puede verse reducida porque tiene lugar una degradacion de las agliconas que
son liberadas en forma de acidos aromaticos. Una excepcidén en cuanto a su
absorcion son aquellos flavonoides conjugados con glucosa que pueden utilizar
el sistema de transporte activo de la glucosa dependiente de Na* (SGLT1) a
nivel del enterocito para ser absorbidos, y posteriormente hidrolizados en el
interior de las células por una B-glucosidasa (Hollman et al., 1996; Day et al.,
1998). Otra via implicada en la hidrdlisis de algunos glucésidos es a traves de
una enzima glucosidasa que se encuentra en la membrana de las
microvellosidades de las células intestinales, y cataliza la hidrolisis extracelular
facilitando la difusion de las agliconas al interior de las células (Day et al.,

2000).

Las proantocianidinas difieren de la mayoria de los otros polifenoles por su
naturaleza polimérica y alto peso molecular, lo cual limita su absorcién ya que
los oligomeros de mas de tres unidades es improbable que sean absorbidos a
nivel del intestino delgado en su forma nativa, (solo dimeros y trimeros son
capaces de atravesar el epitelio intestinal). Asi, las proantocianidinas las cuales

son los polifenoles mas abundantes de la dieta, se absorben muy poco, pero
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pueden ejercer sus efectos localmente en el tracto gastrointestinal, o mediar su
actividad a través de los acidos fendlicos producidos resultado de la
degradacion por la flora microbiana. Su accion local es muy importante al estar

el intestino particularmente expuesto a agentes oxidantes.

Los efectos de los otros componentes del alimento sobre la biodisponibilidad
de los polifenoles no esta estudiada. Pueden ocurrir interacciones entre
polifenoles y componentes como proteinas y polisacaridos que afectan a su
absorcion. Otros efectos mas indirectos de la dieta son parametros como el pH,
la fermentacion intestinal, excrecion biliar, etc., que pueden tener

consecuencias sobre la absorcion de los polifenoles.

El transporte de los polifenoles en plasma esta asociado a proteinas, no
encontrandose libres en sangre, siendo la principal transportadora la albumina.
La concentracion plasmatica de los polifenoles después de un consumo
elevado varia de acuerdo a la naturaleza y fuente de los polifenoles. Con
respecto a la eliminacion de los metabolitos de los polifenoles puede seguir dos
vias diferentes: la excrecion por la via biliar y la urinaria. Los metabolitos
conjugados se eliminan principalmente por la bilis, mientras que los

monosulfatos lo hacen por orina.

5.2.7.- Melanoidinas.

Las melanoidinas son unos pigmentos marrones, polimeros formados

principalmente partir de las interacciones entre carbohidratos y compuestos
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que poseen un grupo amino libre (aminoacidos, péptidos y proteinas) a través
de la reaccibn de Maillard. Son un grupo de sustancias con actividad
antioxidante que estan presentes de forma importante en determinados
alimentos (café, malta, bolleria, cerveza, etc) siendo ingeridos en cantidades
considerables en la dieta habitual, del orden de varios gramos por dia. Esta es
una de las reacciones mas importantes en cambios quimicos de los
componentes de los alimentos durante el procesado y almacenaje de los
mismos, donde como producto final se forman las melanoidinas (Friedman,
1996). Entre los distintos efectos fisiolégicos se han descrito que poseen
actividad antimicrobiana, anti/mutagénica, anti/tumoral, antioxidantes vy
prooxidantes, producen supresion de crecimiento celular tumoral e inhibicion de
enzimas digestivos. Su papel como antioxidante “in vivo” no es conocido
aunque distintos estudios “in vitro” apoyan su papel beneficioso como
antioxidante del radical hidroxilo, superoxido y peroxilo, acttan ademas como
guelantes de metales como el zinc y el cobre. Chuyen et al., (1988) observaron
que los niveles de peroxidacion lipidica en higado de ratas wistar alimentadas
durante 6 semanas con alimentos ricos en melanoidinas (miso) eran inferiores
a los del grupo control. En una linea similar, nuestro grupo de investigacion
(Valls et al., 2004), utilizando melanoidinas procedentes de sintesis, a partir de
glucosa-glicina, encontré efecto antioxidante frente a la toxicidad inducida en
hepatocitos aislados de rata por el agente antitumoral adriamicina. Se observo
una disminucion en los TBARS y en los niveles de LDH liberados al medio
extracelular, a la vez que se producia un incremento en los niveles de ATP.

Otros estudios mostraron el papel protector de los productos de Maillard, contra
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el dafio oxidativo, al ser capaz de inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de

baja densidad (LDL) humanas “in vitro” (Dittrich et al., 2003).

Poco es conocido sobre la biodisponibilidad de las melanoidinas, pero
estudios en ratas han permitido saber que se absorben, bien por difusién a
través del tracto gastrointestinal y son captados en el higado, rifién, musculo y
eliminados en la orina (Erbersdobler y Faist, 2001). Con respecto a su
biotransformacion, se cree que las enzimas de la fase Il facilitan el transito
metabdlico de las melanoidinas formadas en los alimentos (Erbersdobler y
Faist, 2001). El mecanismo a través del cual estos compuestos pueden ejercer
sus efectos a nivel celular no es conocido. Distintos trabajos apuntan a que el
efecto de las melanoidinas en las células puede estar mediado por los RAGE
(receptor for advanced glycation end products), receptores que fueron
originalmente identificados y caracterizados basandose en la capacidad de unir

los productos de glicosilacion avanzada (AGES).

5.3.- SISTEMAS REPARADORES.

La funcion de estos sistemas reside en eliminar los productos nocivos
formados, impidiendo una acumulacion indeseable, a través de enzimas de
reparacion de ADN, enzimas proteoliticas y enzimas lipoliticas. En éstos

sistemas se incluyen:
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5.3.1.- Sistema reparador directo:

Reduccion de los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados de las
proteinas por enzimas especificos como la disulfuro reductasa y la sulféxido

reductasa.

Este grupo de enzimas reparadoras son las que catalizan la reduccion de
grupos (S-S) oxidados en proteinas por la accion de reductasas disulfuro en el
interior de las células. Otro grupo de enzimas reparadoras son las proteasas y
las fosfolipasas que actuan sobre proteinas y fosfolipidos respectivamente una
vez se produce el dafio en la molécula, y éstas deben ser reemplazadas via

sintesis de novo (Davies, 1995; Sartori et al., 2003).

5.3.2.- Sistema reparador indirecto:

En primer lugar se reconoce el dafio molecular siendo éste eliminado o
degradado, y en segundo lugar se sintetiza la parte eliminada. Esto ocurre en
las proteinas oxidadas y peroxidos lipidicos de las cadenas carbonadas y en

las oxidaciones del ADN y ARN. (Valls-Bellés et al., 2001; Mataix et al., 2002).

Los &cidos nucleicos que han sido modificados por estrés oxidativo son
reparados principalmente por el sistema REB o BER (reparacién por escision
de base) donde intervienen un grupo de enzimas como glicosilasas,
endonucleasas AP y el nucledtido dafiado es repuesto por polimerasas

(Demple y Harrison, 1994).
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Resumiendo, el estrés oxidativo juega un papel importante en la
patogéenesis de muchas enfermedades en humanos tales como: el dafio por
isquemial/reperfusion, aterosclerosis, enfermedades neurodegeneratiavas,
cancer, alergia, etc. Las EROs han sido también implicadas en algunas
enfermedades de pulmon incluyendo sindrome agudo respiratorio con
exposicion a oxidantes, como asbestos, ozono, dioxido de nitrégeno y la
toxicidad por drogas anticancerosas bleomicina y adriamicina (Valls-Bellés et
al., 1994). El estrés oxidativo, la produccion de superoxido y un desequilibrio en
las enzimas antioxidantes han sido relacionados con otras patologias
especificas como la enfermedad granulomatosa cronica, sindrome de Down,
complicaciones diabéticas, hepatitis, etc... Un 70% de las enfermedades
cronicas y asociadas se podria prevenir, a través del control de EROs y
radicales libres. Por lo tanto los antioxidantes pueden tener capacidad para
limitar los efectos adversos que causa el dafio oxidativo en la iniciacion y
progresion de algunas enfermedades. Esto puede realizarse asegurando los
niveles optimos en los tejidos de antioxidantes y de “scavenger” de radicales
libres via dietética, y evitando la exposicion a agentes generadores de estrés

oxidativo.
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6.- DIETA Y ESTRES OXIDATIVO.

La composicion de la dieta juega un papel importante en el estrés oxidativo,
ya que puede contribuir tanto en el dafio oxidativo como en los mecanismos de
defensa antioxidante (figura 21), lo que explica al menos en parte la relacién
entre dieta y algunas enfermedades cronicas como son la aterosclerosis y el

cancer.

Sistemas reparadored

(Mg, Zn, Folato, Vit B12, Dienos conjugados \
riboflavina, niacina) Epéxidos
Y - Cgrbonilos GPx GR
(Se) (nboblavma)

Dafio DNA y Proteinas

GSSCR\K NADPH ¢ (s, Hexosap
A ) NADP j

Ubiquinol
Acido lipdico

rooH¢? ® ? Vit E o J
(Cu/zZn, Mn) NO — SNOO GSSG
“Scavengers”
HZOZ
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((;;) \ Licopeno Vitamina C
! B-caroteno Carotenoides
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H,O :
Y Activacion Isoflavonoides
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Sistema enzimatico Etc,
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Figura 21.- Esquema de la generacion de EROs y defensa antioxidante.

Méas de 2000 estudios epidemiologicos muestran que la mayoria de los
efectos protectores contra una variedad de enfermedades, particularmente
cardiovasculares y cancer, estan correlacionados con una alta ingesta de frutas
y verduras. Tradicionalmente, la nutricion se ha reconocido como un factor
importante en la modulacion de distintas enfermedades y de la longevidad. La

dieta, particularmente la fruta, vegetales, frutos secos y bebidas procedentes
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de vegetales, aportan una fuente de antioxidantes como vitaminas y otros
fitoquimicos, los cuales son una importante fuente exdgena capaz de aumentar

la respuesta celular al estrés oxidativo.

En los estudios epidemiolégicos realizados sobre la poblacion europea por
Gey y colaboradores (WHO/Proyecto Moénica 1991), donde determinaron los
antioxidantes plasmaticos (alfa-tocoferol, ascorbato, vitamina A, carotenoides y
selenio) en 16 poblaciones, la incidencia de mortalidad por cardiopatia
isquémica muestra una relacion inversa con el nivel de tocoferol (P=0,002). En
las encuestas realizadas en Europa, sobre ingesta de frutas y vegetales se
pone de manifiesto la alta diversidad de consumo entre el norte y sur. Estos
estudios han mostrado wuna menor incidencia de enfermedades
cardiovasculares y cancer, entre otras patologias, en los paises del sur de
Europa, donde se consume una dieta mediterranea, con relacién a los paises
nordicos, efecto atribuido en la hipdtesis de partida a las vitaminas. Hoy se
sabe que las frutas y verduras contienen otros compuestos, incluso, con mayor
actividad antioxidante que las vitaminas, los flavonoides (Van't Veer et al.,
2000; Lian et al., 2001). En el estudio Rotterdam se investigo la relacion entre
el consumo alimentario de flavonoides y vitaminas antioxidantes y el riesgo de
accidente cerebrovascular (ACV) isquémico durante un promedio de 6,4 afios y
se observé que un alto consumo alimentario de antioxidantes esta asociado
con un menor riesgo de ACV. La relacion entre el consumo incrementado de
frutas y vegetales se ha demostrado epidemiolégicamente que experimenta
una reduccion del 50% en el riesgo de canceres digestivos y de las vias

respiratorias (Lindsay y Astley, 2002). Ello avala la hipétesis de que los
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antioxidantes naturales procedentes de los alimentos pueden proteger a las
células del estrés oxidativo. Asimismo, tenemos que tener en cuenta la
complejidad de un alimento, que combina otros nutrientes que, de forma directa

o indirecta, participan en esta defensa antioxidante.

Sin embargo, los estudios realizados con suplementos farmacologicos como
antioxidantes en el ser humano, no muestran una evidencia consistente sobre
los efectos beneficiosos de esta suplementacion. En el proyecto: "Investigacion
Europea sobre los efectos funcionales de los antioxidantes de la dieta" de la
Comunidad Europea (European research on the functional effects of dietary
antioxidants) EUROFEDA (Lindsay y Astley, 2002), en el cual se han llevado a
termino o/y recopilado muchos estudios epidemiolégicos, en las cuales se
habian introducido suplementos de vitaminas en la dieta, concretamente sobre
vitaminas antioxidantes tales como la vitamina E, C y beta-caroteno no se ha
observado efecto beneficioso, esto podria ser debido a la relacion causa efecto,
ya gque la mayoria de estudios son a largo plazo y estan interferidos por
patologias cronicas o agudas. Por tanto, la falta de datos no permite la
recomendacion de forma "sistematica” de suplementos de antioxidantes.
Ademas, hay que tener en cuenta que el abuso de suplementos es peligroso

debido a su posible papel como elementos prooxidantes.

En el presente trabajo hemos estudiado el efecto antioxidante de una bebida

alimentaria procedente de vegetales, ampliamente consumida como es la

cerveza. Para ello hemos utilizado un concentrado de cerveza con/sin alcohol
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como suplemento dietético ante la cardiotoxicidad y hepatotoxicidad inducida

por la adriamicina.

7.- CERVEZA.

La cerveza es una bebida de baja graduacion alcohdlica, resultante de
fermentar mediante levadura seleccionada, el mosto procedente de malta, de
cebada, s6lo o mezclado con otros productos amilaceos transformables en
azucares por digestibn enzimatica, y coccion, y aromatizado con flores de
lGpulo. Los constituyentes de la cerveza provienen de sus cuatro principales

materias primas malta, lapulo, agua, levadura.

En la mayoria de los paises, las bebidas alcohodlicas como cerveza o vino
son una parte integral de la dieta y consisten de aproximadamente de un 4 a un
65% de la ingesta energética media. La cerveza es una bebida muy popular en
Espafia con una ingesta de aproximadamente 150,4 ml de cerveza por dia/por
persona (Pulido et al., 2003). Los efectos positivos de la cerveza sobre la salud
estan asociados a la presencia de compuestos como antioxidantes (polifenoles
y melonidinas), minerales, vitaminas, fibra y bajos niveles de etanol. En la tabla
2 se presentan la composicion nutricional de la cerveza publicada por Bamforth

y colaboradores (2002).
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7.1.- COMPOSICION DE LA CERVEZA.

7.1.2.- Aqua.

Es el componente mas abundante en la cerveza representando
aproximadamente el 90 %. El agua es utilizada para preparar los mostos, y su
composicion resulta de gran importancia para la calidad y caracteristicas de la
cerveza. Las sales del agua modifican el pH de la malta y del mosto, y por ello
son necesarios tratamientos previos para adecuarla a las condiciones de

elaboracion.

7.1.3.- Etanol y otros alcoholes.

El etanol se produce durante la fermentacién del mosto por accion de las
levaduras, ejerciendo una gran influencia sobre el aroma y el sabor de la
cerveza. Su concentracion depende del extracto de mosto inicial, oscilando

entre 3y 6 % (v/v), en las cervezas “comunes” (Bulinsky et al., 1986).

Durante la fermentaciébn, ademéas de etanol se producen cantidades
variables de alcoholes superiores como el 3-metilbutanol, 2-metilbutanol, 2-
metilpropanol y 2-feniletanol. Los alcoholes superiores se forman por
desaminacion o descarboxilacion de los aminoacidos del mosto, o bien por
sintesis a partir de carbohidratos. La produccién de estos alcoholes varia
notablemente con las diferentes cepas de levaduras y a altas temperaturas se

forman mayores cantidades.

75



INTRODUCCION

7.1.4.- Carbohidratos.

La proporcion de carbohidratos es de 3-5 %, aunque en muchas cervezas
fuertes la cantidad es mayor. El 75-80 % del total son dextrinas, que provienen
de la degradaciéon enzimatica del almidon por accion de las enzimas de la
malta. El resto de los carbohidratos son azucares sencillos como ribosa,
arabinosa, xilosa, glucosa, fructosa y galactosa; disacaridos como maltosa e
isomaltosa; trisacaridos como panosa, isopanosa y maltotriosa. Ademas
existen pequefias cantidades de glicerol y mioinositol. También aparecen [3-
glucanos que ejercen una accion estabilizadora de la espuma. Estos
compuestos proceden de la pared celular del endospermo del grano de cebada

y su concentracion varia entre 50 y 700 mg/L (Sendra et al., 1989).

7.1.5.- Compuestos nitrogenados.

Los compuestos nitrogenados representan entre 0,15-0,7 %, y proceden
fundamentalmente de las proteinas del material de partida y de las levaduras
(Hough et al., 1982). Gran parte de las proteinas se degradan durante el
malteado, originando aminoacidos y péptidos solubles. Las proteinas de alto
peso molecular son las responsables del enturbiamiento en frio, mientras que
los aminoacidos presentes en el mosto sirven de nutrientes a las levaduras,
siendo el mas importante el acido glutamico por su influencia en el sabor de la

cerveza.
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7.1.6.- Acidos.

El &cido acético es el mayoritario en la cerveza y comprende del 40 al 80 %
de los acidos totales. Su nivel varia considerablemente y tiene una gran
influencia sobre el pH final de la cerveza (4,7 en una cerveza oscura fuerte y
4,1 en una cerveza rubia). Es un producto de excrecion de las levaduras
durante el proceso fermentativo o puede venir de la oxidacion del etanol,
aunque este hecho es poco probable debido a las condiciones del medio.
También aparecen pequefias cantidades de acido carbodnico, acido lactico,
férmico, succinico y 9, 10,13 y 9, 12, 13-trihidroxioctadecanoico, procedentes

de la malta o de la actividad metabdlica de la levadura.

7.1.7.- Lipidos.

La cerveza contiene una pequefa proporcion de lipidos, procedentes de la
malta y lapulo, asi como resultantes del metabolismo de la levadura en el
proceso de fermentacion. Fundamentalmente son acidos grasos (0,33-0,76
mg/L), mono, di y triglicéridos (en conjunto hasta 0,4 mg/L), junto a trazas de
esteroles y fosfolipidos. El contenido de lipidos en las materias primas es
bastante superior, pero se eliminan durante el proceso de elaboracion, de tal

forma que el producto final s6lo contiene las cantidades resefadas.
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7.1.8.- Sales minerales.

El contenido de sales minerales representa el 0,3-0,4 %, siendo los
principales el potasio y los fosfatos. Ademas pueden encontrarse calcio,
magnesio, hierro, cloruros, sulfatos, carbonatos y silicatos. También se ha
descrito la presencia de hierro, plomo, cobre, cinc y estafio que producen

turbidez en la cerveza.

La mayoria de estos componentes proceden exclusivamente de las materias
primas de partida, especialmente de la cebada malteada y de los cereales
usados como adjuntos. Sin embargo, la actividad de la levadura y el proceso de
elaboracion modifican la relacion entre estos compuestos en la cerveza

(Casares et al. 1979).

7.1.9.- Sustancias aromaticas.

Un gran numero de compuestos, procedentes de distintos origenes,

contribuyen al sabor y aroma de la cerveza.

Estos compuestos aromaticos pueden proceder de la malta, originados
durante el horneado, como los productos de Maillard. Los compuestos volatiles
originados en esta etapa son fundamentalmente compuestos heterociclicos con
carbonilos, furanos y piranos, como el maltol y derivados que proporcionan el
aroma a malteado. Los compuestos N-heterociclicos, entre los que estan las

pirazinas y pirroles, también estan presentes y confieren las notas a asado o a
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pan tostado con umbrales muy bajos. Los derivados de la prolina como las
pirrolidinas, azepinas y “oxacina de malta” son importantes por su amargor.
También es probable encontrar intermediarios de la reaccion de Maillard, tales
como el 5-hidroximetil-2-furaldehido, la metilreductona y los a-dicarbonilos.
Durante el malteado también se origina la S-metilmetionina (SMM), un
importante compuesto del aroma en la cerveza “lager”. La SMM es el precursor
del dimetilsulfuro (DMS), el cual se forma durante la coccion del mosto
encontrandose en una concentracion de 30-100 pg /L. Otros compuestos
responsables del aroma y del sabor provienen del Idpulo, como las
isohumulonas que proceden de la isomerizacion de las humulonas durante la
coccion del mosto. Estos compuestos proporcionan un sabor amargo. Los
aceites esenciales del lupulo confieren diferentes aromas como el humulenol II,
los diepdéxidos de humuleno y, en menor grado, los monoepoéxidos de

humuleno y el a-terpineol son los que confieren aroma a hierbas y a especias.

Un tercer grupo de compuestos son los originados durante la fermentacion
como son los ésteres que poseen fuertes aromas afrutados. Los ésteres de
mayor relevancia son el acetato de etilo, acetato de isobutilo, caproato de etilo
y acetato de 2-feniletilo, que son productos secundarios del metabolismo

anaerobio de los azUlcares.

7.1.10.- Vitaminas.

La cerveza contiene pequefias cantidades de vitaminas del grupo B,

tiamina, riboflavina, acido pantoténico, piridoxina, biotina, cianocobalamina y

79



INTRODUCCION

niacina. También contiene acido fdlico y sus derivados (folatos). Estas
vitaminas proceden de la malta, su contenido aumenta en la germinacion de la

cebada y no se destruyen en el tostado (Piendl, 1990).

7.1.11.- Compuestos fenolicos.

Provienen mayoritariamente de la malta y en menor medida del lapulo e
inciden en las caracteristicas sensoriales y funcionales de la cerveza (Sendra y
Carbonell, 1999). Son principalmente acidos fendlicos como el galico, sinapico
y ferulico y flavonoides de varios tipos, como los flavanoles o familia de las
catequinas; las leucoantocianidinas, las chalconas y los antocianos entre los
que estan la pelargonidina y la malvidina (estos ultimos sélo presentes en
cervezas elaboradas con frutas rojas), y los flavonoles como el kaempferol y la
quercetina y las isoflavonas como la daidzeina y la genisteina. También
aparecen compuestos mas complejos como los taninos siendo los mas
importantes las proantocianidinas de diverso grado de polimerizacion, los
galotaninos y los lignanos. Sin embargo, el contenido final no depende sdlo de
las materias primas, sino que también influye el desarrollo de las distintas
etapas de elaboracion. Asi, los contenidos finales de fenoles descritos en la
bibliografia varian entre 150 y 350 mg/L (Narziss et al., 1972), destacando por
su abundancia las proantocianidinas (hasta 100 mg/L), seguido de las
catequinas (hasta 20 mg/L) y de los otros grupos de flavonoides y de los

lignanos y elagitaninos (hasta 10 mg/L).
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7.1.12.- Melanoidinas.

Las melanoidinas son compuestos que se forman en el proceso de
elaboracion de la cerveza, durante su tratamiento térmico. Se originan
mediante las reacciones de Maillard entre los grupos amino de los péptidos y

proteinas y los grupos aldehido del azucar (Vernin y Parkanyi, 1982).

Esta reaccion consta de tres etapas, una etapa inicial, en la que se produce
la condensacion entre un compuesto carbonilico y un grupo amino en medio
acido (Namiki, 1988). A partir de esta condensacidon se origina una
glicosilamina N-sustituida y posteriormente una serie de compuestos
denominados de Amadori (ARPs). Los productos de Amadori juegan un papel
importante en el desarrollo del sabor y color de muchos productos tratados

térmicamente (Van den Ouweland et al., 1978).

La segunda etapa seria una intermedia de descomposicion de los reactivos
de Amadori para dar lugar a una serie de moléculas volatiles y otras no

volatiles de bajo peso molecular.

La ultima etapa es aquella en la que muchos de los compuestos formados
durante la etapa intermedia, tales como los derivados enaminol, los analogos
de azucar de bajo peso molecular y productos carbonilicos insaturados, sufren
reacciones de polimerizacién para dar lugar a polimeros pardos o melanoidinas

como producto final de la reaccion (Hodge, 1953; Namiki, 1988).
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Tabla 2.- Composicién nutricional de la cerveza. Tomado de Bamforth, 2002.

Composicion Cerveza Rango por L de cerveza
Energia (Kcal) 150-450
Proteina (g) 3-5
Carbonhidratos (g) 0-61
Vitamina C (mg) 30
Tiamina (mg) 0,003-0,08
Riboflavina (mg) 0,02-0,8
Niacina (mg) 3-8
Vitamina B6(mg) 0,07-1,7
Folato (ug) 40-600
Vitamina B12(pg) 3-30
Biotina (ug) 2-15
Calcio (mg) 40-140
Fosforo (mg) 90-400
Magnesio (mg) 60-200
Potasio (mQ) 330-1.100
Sodio 40-230
Hierro (mg) 0,1-0,5
Zinc (mg) 0,01-1,48
Selenio (ug) <0,4-7,2

En resumen, de la reaccion de Maillard se obtienen al menos dos grandes

grupos de compuestos, unos de peso molecular inferior a 1.000 Da y las
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melanoidinas con un peso molecular superior variable desde 5000 a 100.000

Da (Hoffmann, 1998).

7.2.- ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA CERVEZA.

La actividad antioxidante de la cerveza juega un papel crucial en la
estabilidad de su sabor, a la vez que retarda o previene los procesos de
oxidacion. Contribuye positivamente sobre la salud al actuar como “scavenger”
de radicales hidroxilo y peroxilo, ademas puede actuar de quelante de metales
como hierro y cobre, los cuales son importantes fuentes de radicales
oxigénicos activos. Diversos trabajos apuntan a la elevada capacidad
antioxidante de la cerveza como donador de hidrégeno. (Gonzalez San-José et

al., 2001, Lugasi et al., 2003).

El contenido de antioxidantes en la cerveza esta influenciado por factores
genéticos y medio ambientales de su materia prima, y también es el resultado
de los procesos tecnolégicos durante la elaboracion de la misma, los cuales
determinan las caracteristicas de las distintas variedades de cerveza (negra,
rubia o sin alcohol). Entre los componentes de la cerveza que estan implicados
en la actividad antioxidante estan: Compuestos fenolicos, (acidos fendlicos
(ferulico, agdlico o siringico), flavonoles, catequina, procianidinas, taninas y
calconas) (Lugasi, 2003), carotenoides y vitaminas. Aunque muy abundantes
en la materia prima, sus niveles se ven disminuidos en la cerveza como
resultado del tratamiento al que se ven sometidos, estando presentes en

cantidades variables, como por ejemplo las melanoidinas, que se forman a
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partir de azucares y aminoacidos por la reacciéon de Maillard, resultado del

tratamiento térmico.

Una vez absorbidos, estos compuestos presentes en la cerveza son
capaces de contribuir a la capacidad total antioxidante del plasma, y
posiblemente de otros compartimentos del cuerpo reforzando las defensas
contra el estrés oxidativo. Asi, Ghiselli y colaboradores (2000) observaron que
la cerveza induce un incremento significativo de la capacidad antioxidante del
plasma. Otros estudios han mostrado que la cerveza presenta efectos
antitumorales y antimutagénicos con capacidad de inhibir carcinogénesis de
colon inducida (Nozawa et al., 2004; Gerhauser, 2005). Algunos estudios
demuestran un efecto preventivo de la cerveza sobre la carcinogénesis
experimental, mostrando que la ingesta de cerveza disminuye los tumores
gastrointestinales inducidos por diietil-hidrazina y de los tumores inducios con
azoximetano (Hamilton et al.,, 1987). La ingesta de cerveza también reduce la
presencia de aductos del ADN en higado de ratén inducidos con Trp-p2

(Arimoto et al., 1999).

Tenemos que tener presente que no todos los efectos son debidos a los
antioxidantes, sino que en la cerveza se encuentran otros compuestos que
contribuyen de forma directa o indirecta a la prevencion de distintas patologias,
como son por ejemplo el acido félico. El acido félico aunque no actie como
antioxidante, juega un papel en la reparacién del ADN, y es sabido que reduce

los niveles de homocisteina en plasma. La hiperhomocisteinemia es un
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significante factor de riesgo para las enfermedades vasculares. (Mayer y

colaboradores, 2001; Bamforth, 2002).

8.- AGENTE OXIDANTE. LA DOXORUBICINA O ADRIAMICINA.

La doxorubicina mas conocida como adriamicina (ADR) es un antibiotico

quindnico que pertenece al grupo de las antraciclinas (Figura 22).

Figura 22-. Estructura de la adriamicina.

Clinicamente se usa desde 1960 como un potente agente neoplasico. Tiene
actividad terapéutica ante una gran variedad de canceres humanos incluyendo
linfomas, leucemias y tumores solidos, etc. Los tumores que mejor responden
son los de mama, carcinomas de esofago, sarcoma de kaposi, y linfomas de
Hodgkings y de no-Hodgkings ademas de carcinomas de vejiga y tiroides.
Aunque este tipo de antibidticos es ampliamente usado, su uso clinico se ha
limitado por sus efectos secundarios, tanto agudos como cronicos (Lefrak et al.,
1973). Los efectos agudos, tales como mielosupresion, nauseas, vomitos y
arritmias, son reversibles o clinicamente manejables. Sin embargo, los efectos

secundarios cronicos, especialmente cardiomiopatias y posterior insuficiencia
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cardiaca, son irreversibles y tienen mal prondstico. Se suelen dar con una
incidencia del 20% en pacientes que han recibido dosis acumulativas
superiores a 500 mg/m?, es decir, dichos efectos son dosis-dependientes de la
droga administrada. Ademas, la disfuncion miocardiaca puede manifestarse
durante fases tardias a la terapia, o puede estar latente y no desarrollarse
durante varios meses o incluso hasta 20 afios después del tratamiento (Wienik

et al., 1992; Murphy et al., 1995; Wallace, 2003, Lipshultz et al., 2006).

8.1.- MECANISMO DE TOXICIDAD.

Los mecanismos responsables de la toxicidad han sido extremedamente
controvertidos. Entre los diferentes mecanismos propuestos para explicar la
accion citostatica y citotoxica de este antibiotico se incluye la intercalacion en el
ADN, con la consecuente inhibicion de la biosintesis macromolecular, dafio en
el ADN via inhibicién de topoisomerasa Il (enzima que modifican el nimero de
ligazon del ADN, aliviando la tensién por encima de la horquilla y rompiendo
transitoriamente las hebras de ADN, lo que permite la relajacion de la
estructura y la formacion de nuevos enlaces fosfodiester en las rupturas de las
hebras), interferencia con la separacion de las hebras de ADN y con la

actividad helicasa (Singal et al., 1987; Gerwirtz, 1999), (Figura 23).

Uno de los efectos secundarios mas graves que causa la doxorubicina es la
cardiotoxicidad. Se piensa que resulta primordialmente de la generacion de
radicales libres del oxigeno, pero parte puede ser por la inhibicion de las

topoisomerasas Il. Las especies reactivas del oxigeno causan la peroxidacion
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de membranas lipidicas e inhiben la respiracion celular. El tejido miocardico
también carece de una enzima que destruye los radicales libres y es mas

susceptible que otros tejidos del cuerpo (Hortobagyi, 1997; Barogi et al., 2000).

Un mecanismo a través del cual este antibiotico induce la formacion de
radicales libres es el resultado de la reduccion de la adriamicina a semiquinona
por NADPH-P450 reductasa microsomal, y la NADH deshidrogenasa del
complejo | mitocondrial (Goodman y Hochstein, 1977). En presencia de
oxigeno, el radical semiquinona da lugar al radical superoxido que por

dismutacion dara lugar a la formacion de otros radicales (Figura 23).
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Figura 23.- Inhibicion de la funcion mitocondrial por la ADR.

Estas EROs inducen el dafio oxidativo resultado de la peroxidacion de los
lipidos de membrana, inactivacion de enzimas criticos, inhibicion del ADN y
ARN, lo que implica una inhibicion en la funcién mitocondrial y por tanto dafio

celular (Gutteridge y Quinlan, 1985; Bagchi et al., 1995), (Figura 24).
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Figura 24.- Dafo a la mitocondria por la ADR.

Es precisamente este dafio oxidativo a los distintos componentes celulares y
el estado redox lo que se cree que constituye el suceso clave en el desarrollo
de la toxicidad irreversible de la adriamicina, lo cual limita su utilidad clinica en

la terapia de enfermedades neoplasicas (Bagchi et al., 1995).

A pesar de los efectos toxicos de la adriamicina, su uso esta muy extendido
por su gran eficacia como anticancerigeno. Se han ensayado distintos
antioxidantes para contrarrestar sus efectos, obteniéndose diferentes
resultados; entre ellos, moléculas como las transferrinas, las metaloproteinas,
la deferrioxamina o la bilirrubina, y el &cido arico. Otro grupo de antioxidantes
gue se han estudiado son aquellos que derivan de la dieta como vitamina E,
vitamina C, vitamina A, coenzima Q, y flavonoides siendo los resultados

bastante controvertidos (Quiles et al., 2002).
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8.2.- FLAVONOIDES Y ADRIAMICINA.

En la actualidad se le presta un gran interés al grupo de los flavonoides
debido a sus propiedades como quelantes y “scavengers” de radicales libres,
que los hacen ser considerados como protectores potenciales de la
cardiotoxicidad causada por la doxorubicina. Ademas de sus efectos
beneficiosos sobre la salud, es sabido que pueden inhibir los efectos negativos
de la doxorubicina sin afectar a la actividad antitumoral. Entre los estudios
realizados en este campo se encuentran los llevados a cabo por el grupo de
van Acker y colaboradores (1997, 2000, 2001), que demostraron que
flavonoides sintéticos de la subclase de los flavonoles, como el mono-HER (7-
monohidroxietilrutosido), ejercen una proteccion dosis dependiente contra la
cardiotoxicidad inducida por la doxorubicina en ratones. Estos autores
observaron que la administracion del flavonoide sintético monoHer
intraperitonealmente, 1 hora antes que la doxorubicina, disminuia
significativamente la cardiotoxicidad del antibiético, sin verse afectado los
efectos antitumorales del antibidtico. Sadzuka y colaboradores (1997)
observaron que el incremento en el nivel de peréxidos lipidos y la disminucion
de la enzima antioxidante, glutation peroxidasa inducida por la doxorubicina se
ve normalizada por la accidon combinada de flavonoides como la rutina y
luteolina. Ademds, hay que tener en cuenta que los flavonoides poseen
actividad antiproliferativa, y capacidad de incrementar la actividad antitumoral
de la doxorubicina, potenciando los efectos quimioterapeuticos de la droga
(Bagchi et al., 2003). Por lo tanto, ademas de la capacidad quelante o

antioxidante de estos compuestos, es necesario que presente otras
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caracteristicas como baja citotoxicidad, transporte a través de membrana para

tener efecto etc...

El estado beneficioso frente a la toxicidad de la adriamicina también se ha
observado con extractos de compuestos de origen vegetal. En estudios con un
extracto de proantocianidinas de semillas de uva (Ray et al., 2002, Bagchi et
al., 2003) se observO que un pretratramiento a ratones con dicho extracto
inhibe significativamente la cardiotoxicidad inducida por la doxorubicina
observandose una disminucion en la actividad de la creatina quinasa de suero,
en el dafio al ADN y en los cambios histopatoldgicos en el tejido cardiaco de
ratobn. Otro estudio reciente, observd la proteccion del extracto fenodlico de
semilla de uva frente a la toxicidad de la doxorubicina en hepatocitos de rata,
mostrando que protege a la membrana celular del dafio oxidativo y
consecuentemente previene la peroxidacion lipidica y proteica. Ademas los
cambios en los niveles de adenosin trifosfato y glutation reducido producidos
por la doxorubicina se restauran hasta alcanzar los valores control en presencia

del extracto de semilla de uva (Valls-Bellés et al., 2006).

Todo ello permite postular que la ingesta de alimentos ricos en flavonoides
puede llevar a cabo una disminucion de los efectos secundarios del agente
antitumoral, evitando la necesidad de tomar otros medicamentos y aportando,

al mismo tiempo, efectos beneficiosos para la salud

Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta este momento, se plantea

evaluar el efecto protector de la cerveza, (rubia, negra y sin alcohol). En primer
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lugar hemos realizado estudios en hepatocitos aislados de rata, a los cuales se
le indujo un estrés oxidativo con el antibidtico antitumoral adriamicina en
ausencia y presencia del extracto flavonoideo de la cerveza tanto rubia como

negra.

En segundo lugar, hemos suplementado la dieta de las ratas con un

concentrado de cerveza, tanto con alcohol como sin alcohol, al mismo tiempo

gue se les administraba el antibiotico antitumoral adriamicina.
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9.- OBJETIVOS.

Los principales objetivos de este trabajo han sido:

1. Determinar la capacidad antioxidante de la cerveza rubia y negra mediante
ensayos “in vitro” en hepatocitos aislados de rata incubados en presencia del

antibiético antitumoral adriamicina.

2. Determinar la actividad antioxidante de las fracciones de la cerveza y su

contenido en compuestos polifendlicos.

3. Determinar la actividad antioxidante de la fraccion rica en flavonoides de los

distintos tipos de cerveza.

4. Valorar el efecto protector de la fraccion rica en flavonoides en los

hepatocitos aislados de rata sometidos a estrés oxidativo

5. Determinar la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante total en plasma del animal de experimentacion de un concentrado

de cerveza con y sin alcohol.

6. Determinar el efecto de la cerveza tanto con/sin alcohol como suplemento

dietético evaluando su papel frente a la cardiotoxicidad y hepatotoxicidad

inducida por la adriamicina en ratas.
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2.- MATERIAL Y METODOS.

2.1.- MATERIAL.

2.1.1.- Reactivos.

Los reactivos para soluciones tamponadas, enzimas, coenzimas, 8-
Hidroxideoxiguanosina (8-oxo-dGuo), acido ascoérbico, acido galico, catequina
6-hidroi-2,5,7,8, acido tetrametilcroman-2-carboxilico  (Trolox) fueron
proporcionados por Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA) y Boerhinger
Mannheim (Alemania). La adriamicina fue suministrada por Pharmacia-Upjohm
(Milan, Italia), el N, N-dimetil-p-fenilenediamina dihidrocloride (DMPD) de Fluka
(Seelze, Alemania), disolventes y otros reactivos de ScharLau (Barcelona,
Espafa) y Merck (Darmstadt, Alemania). Los Kits de antioxidantes totales son
de Randox (Reino Unido, BT29 4QY), los de la 8-oxo-dGuo y MDA + HAE son
de OXIS, (OXIS Health Products, Inc. 6064 N Cutter Circle, Suite 317 Portland,
OR 97217-3935 USA). El agua utilizada en todas las determinaciones fue de

grado Milli-Q (Millipore).

2.1.2.- Animales.

Se utilizaron ratas Wistar machos y hembras de 3-4 meses de edad y peso
comprendido entre 250-300 g, a las que se les alimentd con dieta estandar IPM
R-20 comercializada por Panlab (Barcelona, Espafia) y agua ad libitum. Los

animales fueron instalados en jaulas individuales y condiciones apropiadas de
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laboratorio. Estuvieron sometidos a periodos alternantes de luz y oscuridad de
12 horas en una atmésfera controlada del 60% de humedad y 22-24°C de

temperatura en el estabulario de la Facultad de Medicina de Valencia.

2.1.3.- Cerveza.

Se ha realizado el analisis de 74 cervezas comerciales representativas del
mercado actual. La mayoria fueron cervezas de produccidon nacional, pero se
incluyen también algunas cervezas extranjeras, bien por sus caracteristicas
peculiares o porque se consideraron con una presencia significativa entre las
consumidas en los ultimos afios. 46 cervezas se clasificaron como “rubias”, 14
formaron el grupo de las cervezas “sin alcohol”, 14 se englobaron en el grupo

de cervezas “negras”.

De cada una de ellas se analizaron 3 botellas, intentando que fueran de
lotes (cocidas) distintos, con el fin de que los datos encerraran la maxima

variacion posible. Todos los analisis quimicos se realizaron por duplicado.

Las cervezas empleadas, en la parte “in vivo”, tanto rubias, como sin
alcohol estan comercializadas en Espafia. Se mantuvieron refrigeradas hasta
su posible utilizacion e inmediatamente, antes de ella, se procedi6 a su analisis
para prevenir una posible oxidacion de los fenoles. Las muestras que se usaron
como suplemento dietético se obtuvieron a partir de una concentracién en
vacio a una temperatura inferior a 35°C (10 veces mas concentradas de la

cerveza original).
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2.1.4.- Aparatos.

Tdos ellos ubicados en el Laboratorio de Investigacion del Departamento de

Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Universidad de Valencia.

» Cromatégrafo liquido de alta resoluacién (HPLC):

o

Equipo Kontron: Sistema de bombas modelo 422, autoinyector

modelo 360 y detector modelo 430.

Equipo Beckman con 2 bombas SYSTEM GOLD 168 con el

detector System Gold 168 de fotodiodos alineados.

Detector de masas HP 1100 LC-MSD.

» Espectofotometros:

o

Kontron modelo 922.

» Centrifugas:

o

Centrifuga refrigerada Sorval, modelo SS-34.
Centrifuga refrigerada Heraus, Megafuge 1.0.
Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5415 R.
Centrifuga refrigerada Heraus, modelo Sepatech 200

Centrifuga de mesa Heraus Sepatech, modelo Labofuge Ae.
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* Balanzas:
o Balanza de precisién Mettler, modelo AM-100.

o Balanza Ohaus, modelo Navigator TM.

e Otros aparatos:

o Sistema de perfusion para el aislamiento de células hepaticas

o pHmetro Crison, modelo Microph 2001. Hamilton Lig-Glass

o Homogeneizador: Junke and Kunkel, IKA-Werk, modelo RW
20 DZM

o Sistemas de tratamientos de agua: Milli Q gradiente A 10.

o Bafos Termostaticos de temperatura regulable de Selecta
modelo Tectron 3471300 y Pselecta Unitronic 320 OR.

o0 Agitadores magnéticos Minishaker IKA, modelo MS2, SBS
modelo A-163, Lab-Line Instruments Inc. USA

o Ultracongeladores, congeladores y neveras
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2.2.- METODOS.

2.2.1.- Determinaciones analiticas de la cerveza.

2.2.1.1.- Fraccionamiento de la cerveza.

La separacion de los compuestos fenolicos se llevé a cabo en funcion del
peso molecular, estructura quimica y polaridad siguiendo el método descrito
por Distefano y Cravero (1990). Este método consiste en un fraccionamiento en
columna, sobre una resina de adsorcion (Amberlita XDA-2 de 150-250 um de
tamafo de particula). El fraccionamiento se consigue eluyendo con disolventes
de polaridad diversa, obteniéndose las siguientes fracciones: F1 (agua); F2
(éter etilico) y F3 (metanol). El fraccionamiento se llevd a cabo por duplicado
para cada cerveza analizada. Tras el fraccionamiento, cada fraccion se llevo a
sequedad evaporando el disolvente a T2< 35°C en rotavapor. Dependiendo del
analisis que se realiza sobre la fraccion, el residuo se trata de un modo u otro.
Asi, para medir la actividad antioxidante global, se redisuelve en una mezcla
hidroalcohdlica de igual graduacion a la cerveza. Cuando lo que se evalla son

los fenoles presentes, se redisuelve en 2 mL de metanol (calidad HPLC).

2.2.1.2.- Determinacion de la actividad antioxidant e de las fracciones

por el TEAC y el CEAC.

Se determind la actividad antoxidante de la cerveza y de las fracciones

aisladas cromatogréaficamente, utilizando el método propuesto por Fogliano et
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al. (1999). La eleccion de este método frente a otros similares se realizd
teniendo en cuenta las siguientes ventajas: mayor estabilidad del punto fijado
para la medida, alta reproducibilidad interensayo, y poca sensibilidad ante los

antioxidantes hidrofébicos, reduciendo asi las posibles interferencias.

Este método habia sido aplicado a vinos, por ello fue necesario adecuar las
condiciones de analisis a la cerveza y sus fracciones. Optimizadas éstas, se
calcularon las curvas de calibrado con soluciones estandar de Trolox (un
analogo de alfa-tocoferol) y vitamina C. Los resultados de la actividad
antioxidante se puedieron expresar entonces como TEAC (Capacidad
Antioxidante de Trolox) o como CEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente de

vitamina C).

2.2.1.3- Actividad antioxidante de las cerveza s seqgun el método

quimico DMPD.

Se utiliza el método de Fogliano et al. (1999). Este método se basa en la
capacidad que tienen los polifenoles de reaccionar con los radicales libres. Se
usa el N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) como reactivo, compuesto que en
presencia de un agente oxidante da lugar al radical DMPD' con una coloracion
purpura (medible a 505 nm). La adicién de un agente antioxidante capaz de
transferir hidrégeno provoca una decoloracion de la solucion. De este modo, la
decoloracién del medio es proporcional a la cantidad de agente antioxidante

presente en él.
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Se toma 1 mL de cromdforo y se afiade 50 pL de muestra o de patron
(vitamina C o Trolox). La reaccion tiene lugar a 25°C, manteniéndose en
agitacion continua durante 10 minutos. Tras este tiempo se procede a la
medida del valor de la absorbancia a 505 nm (A;). Ademas, se determina el
valor de absorbancia del cromoforo inicial (Ap). Todas las medidas
espectofotométricas se realizaron por triplicado en un espectrofotbmetro
BECKMAN DU- 650 con diodo-array, usando una cubeta de cuarzo de 1 cm de
paso de luz. A partir de estos valores de absorbancia se define un parametro
que es el porcentaje de inhibicion:

%Inhibicién 505 nm — (1-Af/Ao)*1OO

Las curvas de calibrado se clacularon con soluciones estandar de Trolox (un
analogo del a-tocoferol), en un rango de concentraciones de 0,2 a 6 ug y de
vitamina C desde 0,05 a 2 pg. Por tanto, los resultados de la actividad
antioxidante se puedieron expresar entonces como TEAC (Capacidad
antioxidante equivalente de Trolox) o como CEAC (capacidad antioxidante

equivalente de vitamina C).

2.2.1.4.- Determinacion de polifenoles totales en la cerveza y en plasma

a diferentes tiempos tras las ingesta de cerveza.

Se aplico el método Folin-Ciocalteau. Esta reaccion se basa en la oxidacion
en medio basico (Na,CO3) de los grupos hidroxilos de los compuestos fendlicos
con el reactivo de Folin (una mezcla de acido fosfowolframico y fosfomolibdico),

gue se reducen dando una mezcla de 6xido de wolframio y 6xido de molibdeno,
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de color azul. ElI complejo azul que se forma se mide a 750 nm y es
directamente porporcional a la cantidad de polifenoles totales presentes en el

medio (Singleton y Rossi, 1965).

En un tubo se introducen la muestra segun concentracion, Folin-Ciocalteu y
anhidro una solucion de Na,COj3;. Se deja desarrollar el color durante una hora
y se centrifuga 5 minutos a 2000 rpm y se mide la absorbancia a 750 nm, frente
a un blanco preparado de la misma forma, salvo que se ha sustituido la

muestra por agua.

El contenido de polifenoles totales se obtiene usando la recta de calibrado
calculada a partir de disoluciones conocidas de acido galico:
C = 484,97 A — 11’59, donde A es la absorbancia a 750 nm y C es la

concentracion de acido galico en mg/L.

2.2.1.5.- Determinacion de las catequinas.

Las Catequinas se evaluan por reaccion de condensacion con la vainillina y
se expresan como mg/L de D-catequina. La determinacion se basa en la
propiedad de estos compuestos de dar reacciones de condensacion con los
grupos carbonilos en medio acido. Se emplean el aldehido vainillico (Vainillina)
como compuesto carbonilico, que reacciona con los ciclos bencénicos
“activados” de las catequinas originando un cromoéforo rojo que se mide a 500
nm (Swain y Hillis, 1959). La recta de calibrado se calcula a partir de

disoluciones patrén de D-catequina y es, C = 308,17A-12,5 con el valor de r =

100



MATERIAL Y METODOS

0’9994, siendo C la concentracion en mg/L de D-catequina y A la absorbancia

medida 500 nm.

2.2.1.6.- Determinacion de las proantocianidinas.

Las Proantocianidinas se determinan tras su transformacion en
antocianidinas al calentarse en medio acido, en presencia de oxigeno. El color
rojo formado, fruto de la hidrolisis de las proantocianidinas se mide 550 nm
(Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965). El contenido total de proantocianidinas
se expresa como mg/L de cloruro de cianidina y el valor se calcula a partir de la
recta de calibrado, C = 815A-0'61, donde C es la concentracion en mg/L de
cloruro de cianidina y A la absorbancia a 550 nm. Se expresan com mg/L de

cloruro de cianidina.

2.2.1.7.- Determinacion vy aislamiento de melan oidinas.

Las melanoidinas fueron aisladas de las cervezas en estudio por un método
de dialisis (Ames et al. 1999), utilizando una membrana de celulosa (Sigma)
que retiene aquellas moléculas de peso molecular 212.000 Da, previamente
acondicionada. En cada tubo de dialisis se introdujeron 15 mL de cerveza que
se colocaron en un vaso con 1 L de agua MiliQ. Esta solucion fue mantenida en
agitacion continua durante 12 horas a 5°C. Al cabo de las 12 horas se cambio
del agua del vaso y se dejo de nuevo otras 12 horas en agitacion. El volumen
final retenido en el tubo de didlisis (dializado) fue llevado a un volumen de 50

mL con agua MiliQ.
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2.2.1.8.- Cuantificacion de las melanoidinas.

La cuantificacion de melanoidinas tanto en la cerveza original como en el
dializado, se efectua tal y como se detallara a continuacion. El patron de
melanoidinas se obtiene a partir de glucosa y glicina, siguiendo el método
descrito por Hofmann (2000). Se disuelven 0,05 moles de glucosa y 0,05 moles
de glicina en 100 mL de agua destilada. Posteriormente, se liofiliza la disolucion
a una temperatura inferior a 30 °C. Se calienta la mezcla a 125 °C, durante 2
horas y se enfria hasta temperatura ambiente. Se toman 0,5 g de la muestra y
se disuelven en 25 ml de agua destilada y se filtra a través de un filtro
Whatman n° 4 (diametro de poro 20-25 pm) recogiédose el filtrado que contiene
las melanoidinas solubles. Se lava el residuo dos veces y se mezclan ambos
lavados con el filtrado original, siguiendo el mismo procedimiento descrito para
las cervezas. Esta mezcla se llama solucion A. Posteriormente se liofiliza y

conserva a -80°C.

Se realiza el espectro UV-visible de una disolucién de esta sustancia patron
en el rango de 200-600 nm, utilizando agua como blanco, teniendo que
observarse un pico caracteristico 345 nm (Pérez-Magarifio et al., 2000). Por
ello los valores de absorbancia a 345 se utilizan para cuantificar las

melanoidinas presentes tanto en las cervezas como en los dializados.
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2.2.1.9- Determinacion del radical superoxido.

El radical superoxido se genera mediante la oxidacion del fenazin
metasulfato-f-nicotinamida adenina dinucleotido por el NADH y determinado
por la reduccién del nitroblue tetrazolium (NBT). En este experimento, el radical
superéxido se genera en 3 ml de tampén Tris/CIH 16 mM a pH: 8.0 qué
contiene 78 uM de NADH, 50 uM de NBT y 10 uM PMS. Los concentrados de
cervezas fueron testadas a diferentes volumenes (0,5, 1, 5 y 10 ul). Al
reaccionar el radical superoxido y el NBT se produce una coloracion que fue

detectada a una longitud de onda 560 nm (Liu et al., 1997).

2.2.2.- Técnica para el aislamiento de células hepa ticas.

Se utilizaron ratas Wistar de 3-4 meses de edad y peso comprendido entre
250-300 g, alimentadas con dieta estandar IPM R-20 comercializada por la
casa Letica, Barcelona. Para el aislamiento de las células hepaticas se utilizo el
método de perfusion (Berry y Friend, 1969; Seglen et al., 1972; modificado

ligeramente por Romero y Vifia 1983;).

La rata es anestesiada con pentotal sédico, a la dosis de 62,5 mg/Kg de
peso. Para evitar la formacién de trombos se le administra heparina 5% una
dosis de 2 mL/Kg, via intravenosa a través de la vena safena. A continuaciéon
se cort6 la piel y posteriormente la pared muscular abdominal desde el limite
superior de la region pubica hasta tropezar con el apéndice xifoides. Se pasa

una ligadura por la vena cava por encima de la desembocadura de las arterias
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renales, y otra por la vena porta unos 2 cm antes de su entrada en el higado,

ambas se dejan sin anudar.

Posteriormente se procede a una toracotomia amplia, de forma triangular,
de base inferior a nivel diafragmatico y vértice superior a la altura final del
manubrio esternal y se pasa una nueva ligadura a nivel de la cava inferior en su
desenbocadura en auricula derecha, sin anudar. Se practica un corte en la
auricula derecha y lo mas rapidamente posible, se introduce una canula de
plastico de 1,5 mm de diametro, que se lleva hasta la desembocadura de la
cava inferior, dejando la punta a 1-2 cm del diafragma. Posteriormente, la
ligadura se cierra y se pone en marcha el sistema de perfusion e
inmediatamente después se anuda la cava inferior y se corta la porta, de esta
forma, producimos una corriente en sentido cava-porta. En este momento
comienza a fluir por la porta el medio de perfusion Krebs-Henseleit (K-H) sin
calcio, siendo la velocidad de flujo de 20 mL/min. Una vez limpio se cogen 40
mL de Krebs-Henseleit con calcio y se mezclan con la colagenasa previamente

disuelta con Cl,Ca (25 mg de colagenasa / 4,3 mL de Cl,Ca).

La perfusion se termina interrumpiendo el flujo a través de la cava. El higado
se trocea y se bate suavemente toda la mezcla con un poco de medio de

perfusion.

Esta mezcla se coloca en un Erlenmeyer de 250 mL en un bafio a 37°C con

agitacion. Al cabo de 10 minutos la mezcla se pasa por un “colador” para quitar

los restos de parénquima o tejido conectivo excesivamente grandes, y se
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centrifuga a 500 rpm. Se decanta el sobrenadante, se pesa el sedimento (el
peso humedo de las células) y se resuspende en una proporcion de 10 mL/g de
célula. La suspension asi conseguida contiene proporcion de 9-11 mg de peso
seco de célula por mL (Krebs y col, 1979). La suspension celular se utiliza para

llevar a cabo las diferentes incubaciones.

Para preparar el medio de perfusion Krebs-Henseleit se mezclan las
siguientes soluciones:

-1L de cloruro sédico (CINa) 9g/L

-40 mL de cloruro potéasico (CIK) 1,15%

-10 mL de fosfato monopotasico (PO4H2K) 2,11%

-10 mL sulfato de magnesio heptahidratado (SO,Mg-;H,0) 3,82%

-30 mL de carbonato monosodico (COzHNa) 1,3%.

Al Krebs-Henseleit sin calcio se le afiade 30 mL de CINa 0,9%, y también un
quelante, el Etilén glicol tetraacético (EGTA) previamente llevado a un pH 7
con hidréxido sédico NaOH, la concentracion final del quelante esde 0,5 mM
(Seglen 1972). Al K-H con calcio se le afiade 30 mL de Cl,Ca. Ambas
soluciones son bajas en CO3zHNa, luego se gasean con O,/CO; (95:5 v/v) hasta

conseguir un pH comprendido entre 7,2-7,4.

Las incubaciones se llevaron a cabo con las siguientes condiciones:

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 25 mL de volumen. En cada uno de
ellos se pipeteo los diferentes sustratos y se ajusto el volumen final hasta 2 mL
con Krebs-Henseleit con calcio. Después afladimos 2 mL de suspension celular

equivalente aproximadamente a 85 = 5 mg peso humedo de hepatocitos. Con
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ello obtenemos un volumen final de 4 mL por matraz. Estas incubaciones se
gasean durante 15 segundos con una mezcla de O,/CO; (95/5) dejandose en el

bafio termostatizado a 37°C en agitacion continua durante 60 minutos.

Para averiguar la cantidad de células por mL de suspension, se toman 2 mL
de ésta (que es la cantidad de suspension que se pone en cada erlenmeyer) y
se secan en una estufa a 100°C. Igualmente, se toman 2 mL de la solucién

salina de Krebs-Henseleit con calcio y se secan en la estufa.

La diferencia entre el peso seco de la suspension celular y el peso seco de
la solucion salina nos da el peso seco de la célula. Para obtener el peso
hamedo de la misma, basta multiplicar el peso seco por 3,7 (Krebs y col.,

1979).

Transcurrido el tiempo de incubacién todas las reacciones se separaron
mediante la adicion del acido perclorico al 20%, siguiendo el mismo orden en el
que fueron introducidas en el bafio. Posteriormente se centrifuga y el
sobrenadante neutralizado (KOH al 30%) o sin neutralizar se determinan las

correspondientes pruebas bioquimicas.

2.2.3.- Pruebas de viabilidad de los hepatocitos ai  slados.

Para comprobar el porcentaje de células en la suspensién se utilizé la
técnica de exclusion del azul tripano, consistente en una mezcla en proporcion

1:1 (v/v) de hepatocitos con una solucion de azul tripano al 0,2% en CINa al
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0,9% (Krebs et al., 1979). De esta mezcla se deposita una gota en una camara
cuenta globulos de Buerke y se observo al microscopio optico. Las células con
membrana integra no permiten la entrada del colorante, quedando
transparentes. Las células alteradas toman una coloracion azul debido a la
entrada del colorante. El porcentaje de céulas viables fue superior al 90% en
todos los casos coincidiendo con otros autores (Krebs et al. 1974; Carlsen et al.

1981).

2.2.4.- Disefio experimental para los estudios “in V  itro” del efecto

antioxidante de la fraccion 3 de la cerveza en los hepatocitos aislados de

rata.

Las incubaciones se llevaron a cabo por duplicado con 2 mL de suspension
celular conteniendo aproximadamente 2 x 10° células en Krebs-Henseleit
solucion en presencia de adriamicina o doxorrrubicina, a una concentracion de
25 uM, en presencia/ausencia de diferentes concentraciones del extracto de
cerveza (1,25; 2,5; 5; 10; 20 pg / mL tanto de la F3 de la cerveza rubia como

negra).

Estas incubaciones se gasean durante 15 segundos con una mezcla de

0,/CO, (95/5) dejandose en el bafio termostatizado a 37°C en agitaciéon

continua durante 60 minutos.
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H ”

2.2.5.- Disefio experimental para los estudios “in v ivo”.

Se establecieron 4 grupos de animales (ratas Wistar) para cada tipo de

cerveza (con/sin alcohol):

Grupo _estudio _ (adriamicina + cerveza): La suplementacion con cerveza se

inicia 7 dias antes del tratamiento con el quimiostatico, y se continla hasta una
semana después de finalizar dicho tratamiento. El suplemento dietético de
cerveza (con/sin alcohol) consiste en un concentrado (10 veces) de una
cantidad equivalente a 400 ml/dia para una persona de 70 kg de peso. A estos
animales se les administra dos dosis de adriamicina de 5 mg/kg de peso via
intraperitoneal (que es la dosis establecida en humanos y utilizada en otros
estudios) (Hong et al, 2002). Asi pues, el dia 7 de la suplementacion se
administra la primera dosis de adriamicina y el dia 14 la segunda, y el aporte
dietético de cerveza se mantiene hasta el dia 21, procediendo en ese dia a la

toma de muestras bioldgicas.

Grupo_adriamicina__ (adriamicina + H ,0): Durante los 21 dias que dura el

experimento, a los animales se les suplementa con agua en vez de cerveza y
se sigue el mismo tratamiento con la adriamicina, igual que en el grupo

anterior.

Grupo _testigo  (suero fisiolégico + cerveza): Durante 21 dias se sigue la

suplementacién dietética con cerveza, y la adriamicina es sustituida por suero

fisiol6gico.
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Grupo_control _ (suero fisiolégico + H ,0): Durante los 21 dias las ratas se

suplementan Unicamente con agua y en vez de adriamicina se administra suero

fisiologico.

2.2.6.- Aislamiento de mitocondrias de higado y cor azon de rata.

Para el aislamiento de las mitocondrias se utiliza el método descrito por
Santos et al. (2002). Las ratas se anestesian con halotano. Posteriormente se
realiza una extraccion de sangre de la vena yugular, la cual se procesa para la
obtencion de plasma, realizando en él las correspondientes pruebas
bioquimicas. A continuacion seccionamos longitudinalmente el animal para
extraer los 6rganos, higado y corazdn, los lavamos y homogeneizamos con la
solucion tampon 1 (sacarosa 250 mM, EGTA 1 mM y Hepes-KOH 5 mM a pH

7,4) para proceder a la obtencién de las mitocondrias puras.

Corazon - Homogeneizamos el corazén con 5 ml de tampén 1 en frio y
afiladimos nagarse (1mg/ml de tampon). Posteriormente, llevamos el volumen
hasta 30 ml y centrifugamos a 11.000 g durante 10’ a 4° C. Decantamos el
sobrenadante y disolvemos el pellet con 15 mL de tampdn 1, centrifugamos a
900 g durante 10" (este paso se repite tres veces). Finalmente,
resuspendemos con tampon 2 (Sacarosa 250 mM, Hepes/KOH 5 mM, EGTA
0.5 mM a pH 7,4) con lo que se obtienen las mitocondrias que se congelan a

-80 °C hasta que sean utilizadas para realizar los ensayos bioquimicos.
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Higado - Lavamos el higado con la solucion tampén 2. Homogeneizamos en 5
ml del tampdn 2, y posteriormente afiadimos 15 mL de la misma solucion
tampon. Centrifugamos a 900 g durante 10 minutos a 4 °C, filtramos el
sobrenadante con una gasa doble y volvemos a centrifugar a 9.000 g durante
10 minutos a 4 °C (este paso se repite dos veces). Finalmente se resuspende
el pellet con tampon 2 y congelamos las mitocondrias obtenidas a -80 °C hasta

que se realicen las correspondientes pruebas bioquimicas.

2.2.7.- Determinaciones analiticas en las muestras biolégicas.

2.2.7.1.- Determinacion de la actividad lactat odeshidrogenasa. EC:

1.1.1.27.

La viabilidad celular se determin0 mediante la cuantificacion de la
lactatodeshidrogenasa (LDH) liberada al medio extracelular. Se utilizo la
técnica de Hakala (descrita por Bergmeyer y Bernt, 1974) basada en la
conversion de piruvato en lactato.

PIRUVATO + NADH + H*  —-— oo LACTATO+ NAD*
LDH = Lactato deshidrogenasa

La oxidacion del NADH medida espectofotométricamente a 340 nm por

unidad de tiempo y a 25°C es equivalente a la cantidad de LDH de la muestra.
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2.2.7.2.- Determinacion de la concentracion de  adenosin trifosfato.

Para la determinacion de adenosin trifosfato (ATP) se utilizé el método
descrito por Lamprecht y Trautschold (1974), basado en las siguientes

reacciones acopladas:

HK
D-Glucosa + ATP —p Glucosla 6 Fosfato + ADP

G6P-DH
Glucosa 6 Fosfato + NADPH ——p» 6-Fosfogluconato + NADPH + H*

HK = Hexoquinasa, (EC 2.7.1.1.)
G6P-DH = Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49)

La formacion de NAPDH medida espectofotométricamente a 340 nm es

proporcional a la cantidad de ATP presente en la muestra.

2.2.7.3.- Determinaciéon de las sustancias que reacc ionan con el acido

tiobarbiturico procedentes de la peroxidacion lipid ica.

Para determinar las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico
(TBARS) procedentes de la peroxidacion lipidica, se siguio la técnica de Stacey
y Priestly (1987). Esta se basa en afiadir a 0'4 mL de una suspension celular de
hepatocitos, 1 mL de &cido tricloroacético al 10% (p/v) y 2 mL de acido
tiobarbitirico 0'67% (p/v) respectivamente. De esta manera, se forma un
complejo entre el tiobarbiturico y los productos de la peroxidacion lipidica. Tras

incubar a 100°C durante 15 minutos, se deja enfriar y se centrifuga a unas 500
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rom. El sobrenadante se mide espectrofotométricamente a 535 y 520 nm, la

diferencia de absorbancias es proporcional a la cantidad de TBARS.

2.2.7.4.- Determinacion de grupos carbonilo en plas ma.

La oxidacion proteica se midié por la estimacion de los grupos carbonilo
formados durante la incubacién con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en
condiciones acidas, basandose en la reacciéon equimolar entre ellos, segun
procedimiento desarrollado por Levine y cols (1990) con algunas
modificaciones de Tian y cols (1998). La DNFH unida a proteinas se cuantificd
colorimétricamente, tras la separacion de las proteinas derivatizadas por

precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacién con guanidina.

La cantidad de proteina en células utilizada oscila entre 0,5 — 1 mg/ml.
Afadimos tampdén de conservacion de mitocondrias hasta 1 ml de volumen
final. Centrifugamos a 13600 rpm 10° y al sobrenadante afadimos
estreptomicina sulfato 10 % con tampon Hepes 50 mM pH:7,2, en una
proporcion de 1/9 v/v. (Ahn et al. 1987). Centrifugamos y cogemos 200 pl del
sobrenadante y afiadimos 400 pL de 2,4 dinitrofenilhidracina (DNFH) 10 mM /
CIH 2,5 M a las muestras y 400 yL de CIH 2,5 M a los controles. Incubamos 1
h. a temperatura ambiente, con agitacion ocasional. Centrifugamos a 12600
rom, 3. Afdadimos 1 mL de TCA al 20%. Centrifugamos a 12600 rpm 3'.
Recogemos el pellet y lo lavamos 3 veces con 1 ml de Etanol:Acetato de Etilo
1.1 vlv, centrifugamos a 12600 rpm 3’ y recogemos el pellet. Finalmente

afladimos 1 ml de Guanidina 6N a pH: 2,3, centrifugamos a 12600 rpm y
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medimos el sobrenadante a una A= 366 nm frente a una solucion de guanidina.

Coeficiente de extincion = 22000 Mt cm™?

2.2.7.5.- Determinacion de los niveles de glut ation .

La cuantificacion del glutatién reducido (GSH) se llevé a cabo mediante la

técnica de Brigelius et al (1983), de la Glutation-S-Transferasa (GSH-S-T).

(GSH-S-T)
GSH + Clorodinotrobenceno ——————»  GS - dinitrobenceno (DNB) + Cl,

El GS-DNB absorbe luz a una longitud de onda de 340 nm, siendo
proporcional el cambio de extincion medido espectrofotométricamente a la

cantidad de GSH presente en la muestra.

2.2.7.6.- Determinacion de antioxidantes totales en plasma tras la

ingesta de cerveza.

Para la determinacion de los niveles de antioxidantes totales se utiliza el kit:
Total Antioxidant Status de Randox (United Kingdom, BT29 4QY), de la forma
siguiente: El 2,2"-azino-di-(3-etilbenzotiazolin sulfonato) (ABTS) se incuba con
peroxidasa y H,O, para dar lugar a la formacién del radical ABTS". Este radical
presenta una coloracion verde-azulada relativamente estable, que se mide a
600 nm. La presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresion
de la coloracion, siendo esta supresion, proporcional a la concentracion de

antioxidantes.
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2.2.7.7.- Determinacion de la actividad NADH-Ubiqui nona

oxidorreductasa, EC 1.6.5.3.

La actividad de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1) se
cuantifico siguiendo espectrofotométricamente la oxidacion del NADH. La
muestra se somete a 2-3 ciclos de congelacion y descongelaciéon con la
finalidad de romper las membranas. Se utilizaron 25 pl de muestra a una
concentracion de proteina de 1mg/ml. Se incub6 durante 1 minuto a 25°C con
tampon Fosfato Potasico 50 mM a pH:7’4, EDTA 1mM, Decilubiquinona (Q1)
60 uM disuelta en etanol, Antimicina A 2 pug/ml en etanol. La reaccion se
desencadena con 10 pL de NADH a una concentracion final de 75 pM y se
mide espectrofotometricamente la disminucion de la actividad a 340 nm durante
un minuto, considerando un coeficiente de extincién molar 6,22 x10° M* cm™

(Santos et al. 2002) .

2.2.7.8.- Determinacion de la actividad citocr omo oxidasa, EC 1.9.3.1.

Para medir la actividad de la citocromo oxidasa (complejo IV) nos basamos

en la oxidacion del citocromo C reducido.

Se incuba 1 ml de tampdn fosfato potasico 20 mM a pH 7,0 con n-dodecil-B-
D-maltosido 0.45 mM y citocromo C reducido a una concentracion final de 15
UM a 25°C durante 1 minuto. Se adicionan 25 pl de la muestra de mitocondrias
a una concentracion de proteina de 0,6 mg/ml para iniciar la reaccion de la

citocromo oxidasa y espectrofotométricamente se mide la disminucién de esta
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actividad a una A=550 nm durante un minuto (coeficiente de extincion 19.1 mM"

em™ (Santos et al. 2002).

Para obtener el citocromo C reducido, se disuelve citocromo C oxidado en
H,O y con ditionito sodico en exceso. Se pasa por una columna PD-10-
Sephadex G25 M (Pharmacia-LKB), con lo que se consigue esta sustancia

(Trounce et al., 1996).

2.2.7.9.- Determinacion de malondialdehido + 4 -hidroxinonenal (MDA+

4HNE) en higado vy corazén de rata.

Para la determinacion del malondialdehido + 4-hidroxinonenal se utilizo el kit
de OXIS, BIOTECH HAE-586 ASSAY (OXIS Health Products, Inc. 6040 N

Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217-3935 U.S.A)).

La oxidacion de los acidos grasos da lugar a la formacion de peroxidos
lipidicos, como malondialdehido (MDA) y alkanales. EI método HAE-586 esta
basado en la reaccion del cromégeno N-metil-2-fenilindol (NMPI) con el MDA y
4-hidroxinonenal (HAE) a 45°C. Una molécula de 4-hidroxinonenal reacciona
con dos moléculas de NMPI y da como producto una molécula estable.

Medimos la absorbancia a 586 nm.

115



MATERIAL Y METODOS

2.2.7.10.- Determinacion de los niveles de la coenzima Q10 V Qq, V

vitamina E en mitocondrias de higado y corazén de r ata.

Para la extraccion de la coenzima Q1o Y Qo y Vitamina E se siguio la técnica
de Takada, et al. 1984 y Lass et al. 1999 con ligeras modificaciones para
determinar la vitamina E. La concentracion de mitocondrias utilizada fue de 1
mg de proteina/mL del tampon de aislamiento de mitocondrias (tampon 1).
Afadimos 2 ml de etanol : hexano 2/5 v/v, sonicamos durante 2 minutos y
centrifugamos a 3000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se recoge la fase hexano y se introduce en un tubo de cristal.
Al resto se le vuelve a afadir 2 ml de etanol : hexano, repitiendo de nuevo el
proceso dos veces. El sobrenadante hexano se evapora con N liquido.
Finalmente el residuo se resuspendié en 200 pl de etanol. El contenido de
coenzima Qg, Q1o Yy de la vitamina E se determind por HPLC equipado con una
bomba 422, detector UV-V 430 e inyector automatico 360 de Kontron
Instruments. Se utilizaron dos columnas continuas, una de 15 y la otra de 25
cm x 0.46 mm (Spherisorb y Kromasil respectivamente, RP18, 5 um). La fase
movil se prepard disolviendo 7.0 g de NaClO, H,O en 1000 ml de etanol:
metanol: 70 % HCIO4 (700:300:1). La velocidad de flujo fue de 1,2 ml/minuto.

La deteccidn se realizé a dos longitudes de onda, parala Q9y Q10 A =275 nm

y para la vitamina E A =293 nm
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2.2.7.11.- Extraccion del ADN de tejidos.

Partimos de 0,1-0,3 g de tejido en 4 ml de tampdn de extraccion (Tris/CIH 10
mM a pH: 7,5, NaCl 37,5 mM y EDTA 0,5 mM a pH: 8), homogeneizamos y
afiadimos proteinasa K 0,2 mg/ml y SDS 16 % a una concentracion final de 0,5
%, calentamos a 55 °C durante 3h. Transcurrido el tiempo de incubacion,
agregamos 1 volumen de una mezcla de cloroformo:isoamilalcohol 24/1 vlv,
agitamos y vertimos a un tubo de gel (vacutainer SST, ref: 368510) y
centrifugamos. Esta etapa se repite tres veces hasta que la muestra esté
totalmente limpia. Decantamos a un tubo estéril y precipitamos el DNA,
afiadiendo NaCl 4 M a una concentracion final de 0,2 M y 1 volimen de etanol
al 100%. Finalmente se lava el DNA con etanol al 70% en frio. Se resuspende
con tampén TE para guardar o en tampon TRIS/CIH 10 mM pH: 7,0 para

realizar de inmediato la digestion (Gupta, 1984; Thomas et al., 1987).

2.2.7.12.- Hidrolisis enzimatica del ADN de te jidos.

La digestion del DNA se realiza siguiendo el método descrito por Floyd et al
en 1988 con ligeras modificaciones (Muiiiz et al., 1995). Se diluyen 400 pg de
ADN en tampon Tris/HClI 10 mM pH: 7,0 hasta un volumen de 100 uL. Se
afiaden 200 unidades de ADNasa | y posteriormente se incuba a 37° C durante
1 hora. Se afiade 10 pyl CH;-COO'Na* 0’5 M a pH: 5,1 y 6 pl de nucleasa P1, y
nuevamente se incuba a 37° C durante 1 hora. Finalmente se agrega Tris/CIH a
pH: 7,0 para que el volumen final sea 200 pyL y 6 unidades de fosfatasa

alcalina, e incubamos a 37° C durante 1 hora.
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2.2.7.13.- Deteccion de la 8-hidroxideoxiguano sina en el ADN de

higado y de corazon.

Para la determinacion de la 8-hidroxideoxiguanosina (8-oxo-dGuo) se utilizo
el kit de la 8-oxo-dGuo-EIA-BIOTECH (OXIS Health Products, Inc. 6040 N
Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217-3935 U.S.A.), tal como sigue: a
una placa en la cual estd fijada la 8-oxo-dGuo se afiadid el anticuerpo
monoclonal de 8-oxo-dGuo y la muestra o estandar. La 8-oxo-dGuo en la
muestra o estandar compite con el 8-oxo-dGuo unido a la placa por los sitios de
unidn del anticuerpo monoclonal de 8-oxo-dGuo. Los anticuerpos que se han
unido a la 8-oxo-dGuo de la muestra son lavados, mientras que aquellos que
se han unido a la 8-oxo-dGuo de la placa permanecen. Posteriormente,
afiadimos el anticuerpo secundario marcado con el enzima, el cual se une al
anticuerpo monoclonal que permanece en la placa. El anticuerpo secundario
marcado con enzima que no se ha unido se elimina mediante un proceso de
lavado. Finalmente se le afiade un cromogeno, y la intensidad de coloracion es

proporcional a la cantidad de anticuerpo unido a la placa.

2.2.7.14.- Determinacion de proteinas.

La determinacién de la concentracion de proteinas se ha llevado a cabo
mediante la técnica de Markwell et al (1978). Es una modificacion de la técnica
de Lowry et al (1951). Se basa en la formacion de un compuesto coloreado al

interaccionar el reactivo de Folin-Ciocalteu con los grupos fendlicos e indélicos
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de los aas integrantes de las proteinas cuya absorbancia se lee

espectrofotometricamente a 600 nm.

La determinacion de la cantidad de proteinas de las muestras se obtiene por

interpolacién sobre una recta patrén con concentraciones de BSA de 0-100

pug/mL una vez conocida la absorbancia.

2.2.8. Andlisis estadistico.

Aplicamos distintos tratamientos estadisticos a partir de los datos obtenidos
en las diversas repeticiones enunciadas en los respectivos apartados. Con el
fin de obtener la mayor informacién posible, y para su mejor interpretacion, se
llevaron a cabo andlisis comparativos ANOVA y LSD, t de S’tudent, para
determinar diferencias significativas entre grupos, y se recurrié al analisis de
correlacion lineal simple para estudiar las relaciones entre variables.
Empleamos el programa Statgraphics Plus para Windows (Manugistics Inc,

1997).
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3.- RESULTADOQOS.

3.1.- ENSAYOS “IN VITRO” CON HEPATOCITOS AISLADOS D E RATA.

Previamente a los estudios “in vitro” con hepatocitos aislados de rata,
hemos determinado la fraccion de la cerveza, tanto rubia como negra, que es
rica en compuestos fendlicos y su actividad antioxidante global. Para ello se

estudiaron tres fracciones y se observo la actividad antioxidante de las tres.

3.1.1.- Fraccionamiento vy actividad antioxidante de la cerveza.

Tal y como se indica en el apartado de materiales y métodos, las cervezas
fueron sometidas a un fraccionamiento con el fin de poder evaluar que tipo de
componentes eran los mas asociados a la actividad antioxidante global de las

cervezas (AAO).

Las distintas fracciones de cerveza analizadas presentaban la siguiente

distribucion de compuestos fendlicos.

Fraccion 1: contiene esencialmente acido galico, que al no ser retenido por la
resina coeluye con todas las sustancias solubles en agua, como pueden ser

acidos, aminoacidos, azucares, dextrinas, péptidos, vitaminas, etc.

Fraccion 2: contienen esencialmente los compuestos fendlicos del grupo de

bajo peso molécular, es decir, acidos benzoicos y cinamicos, y derivados de los
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mismos, en su caso. Se han detectado en ella los acidos ferdlico, siringico, p-

cumarico y vainillico, y ocasionalmente el acido p-hidroxibenzoico.

Fraccion 3: contiene los derivados flavan-3ol, mondmeros y oligdmeros de
hasta al menos cuatro unidades. Se han detectado en ella,
independientemtente del tipo de cerveza, siempre catequina y epicatequina,

dimeros a niveles traza y algun trimero.

Los resultados obtenidos relativos a la actividad antioxidante global (AAO)
de las fracciones por grupos se muestran de forma resumida en las graficas de
la figura 26 dénde se han representado los valores medios. Dado que el grupo
de cervezas especiales presentaba valores muy dispares entre muestras, se
opto por desestimarlas. Las cervezas de frutas no fueron fraccionadas, ya que
una separacion correcta de sus constituyentes fendlicos hubiera implicado
aplicar un protocolo distinto con el fin de separar los antocianos presentes tan
solo en ellas. La cerveza ecoldgica se integrd, por sus caracteristicas, en el

grupo de las cervezas rubias, y se dejaron por separado las cervezas de trigo.

En general, la fraccion que presenté mayores valores de AAO esla F1, en la
gue se encuentran compuestos solubles en agua, de relativo peso molecular.

Le sigue la F3, siendo la F2 la que menos AAO presenta.

Respecto a la variabilidad intragrupo, como en el resto de parametros

expuestos, se observaron grandes diferencias entre cervezas del mismo tipo,

de tal forma que actividades similares se encontraban tanto en cervezas rubias
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como negras 0 sin. Es decir, no se puede establecer que un determinado tipo
de cerveza, presente mayor o menor actividad antioxidante en alguna de sus
fracciones. De hecho, el andlisis de la varianza no detecto efecto factor “tipo de

cerveza”y el test LSD no detect6 diferencias dos a dos y entre ambos.

Figura 25.- Actividad antioxidante de las fracciones por grupos de cervezas,
expresadas como TEAC.

Trigo
Negra W TEAC F3
O TEAC F2
Sin Wl TEAC F1
Rubia
0 10 20 30
mg TEAC

Resalta el hecho de que si se comparan las AAOs de las fracciones con las
evaluadas en las cervezas de origen, las primeras presentan valores
notablemente inferiores, llegando a explicar en el mejor de los casos entorno al

65% de AAO de las cervezas globalmente (Figura 26).

Esto indica que una parte importante de la AAO de las cervezas esta
asociada a compuestos de naturaleza polimérica que quedan retenidos en la
columna de separacion. Estos resultados estan de acuerdo con datos

publicados anteriormente sobre la retencion de polimeros de alto peso
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molecular en las resinas del tipo de la usada en este trabajo (Keramat y

Nursten, 1994).

Figura 26.- Actividad antioxidante de las fracciones por grupos de cervezas,
expresadas como CEAC.

Trigo
Negra m CEAC F3
OCEAC F2

Sin
B CEACF1

Rubia

mg CEAC

Después de observar los datos obtenidos, se decidié que la fraccion 3 seria
la fraccion que se probaria en los ensayos “in vitro”, ya que aunque presenta
una actividad antioxidante global menor que la fraccion 1, contiene los
derivados flavan-3ol, mondémeros y oligobmeros de hasta al menos cuatro
unidades, alguno de los cuales habia sido estudiado de forma aislada por
nuestro grupo (Valls-Bellés et al., 2001). Vistos estos resultados pasamos a
realizar los ensayos “in vitro” con las dos cervezas de mayor consumo (rubia y

negra).
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3.1.2. Viabilidad celular: actividad lactato deshid rogenada EC: 1.1.1.27.

La lactato deshidrogenada (LDH) liberada al medio extracelular se
incrementa al producirse la incubacidon de los hepatocitos en un medio
hiperoxico (68 + 11 U/g de células a T60 frente a 57 + 12 U/g de células a TO,
p< 0,05), lo que indica una disminucion de la viabilidad celular en esta
situacion. Al afadir la fraccion polifendlica (F3) no se observa efecto a bajas
concentraciones (5 y 10 ug) en ambos tipos de cerveza, en cambio, si que se
produce efecto protector a partir de 20 pg, Unicamente en la cerveza rubia,
disminuyendo la LDH (57 + 5 U/g de células, p<0,005), y a partir de 40 mg en
ambos tipos de cerveza (52 + 14 U/g de células en la cerveza negray 55 + 4

U/g de células en la cerveza rubia, p<0,005).(Figuras 27 y 28)

Al afadir al medio de incubacién adrimicina (ADR) disminuye de forma
importante la viabilidad celular, como se ve contrarrestado por la fraccion 3 de
ambos tipos de cerveza ya desde concentraciones pequefias (p< 0,005)
(Figuras 27 y 28). Se puede observar como, efectivamente, cuando en el medio
de incubacion estan presentes los extractos de cerveza, tanto negra como
rubia, los valores obtenidos son iguales o inferiores al control T60. Estos
resultados que ponen de manifiesto el papel protector que ejercen dichos

extractos.
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Figura 27.- Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) en los
hepatocitos aislados de rata incubados con extracto de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4 mL. Los resultados

son media = SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé
el test de la t'Student.

**P<0,005 y *P<0,05 — Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25uM y T60 respecto a
las diferentes concentraciones de F3.

# P<0,005 y ¥ P<0,5 — Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.

Figura 28.- Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) en los
hepatocitos aislados de rata incubados con extracto de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4 mL. Los resultados

son media = SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé
el test de la t'Student.

** P<(,005 y *P<0,05- Comparando TO respecto a T60; T60 respecto a ADR 25 uM y T60 respecto a
las diferentes concentraciones de F3.

#p< 0,005 y *p<0,5- Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.
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3.1.3.- Niveles de adenosisn trifosfato (ATP).

La formacion de adenosin trifosfato (ATP) producido por la cadena
respiratoria celular disminuye tras la incubacion y en medio hiperoéxico, todavia
mas tras la adicién de adriamicina (1,89 £ 0,61 umol/g de células en TO, 1,56 *
0,59 umol/g de células a T60 de incubacion, y 1,24 + 0,45 tras afadir 25 uM de

adriamicina, p<0,005), (Figuras 29y 30).

Figura 29.- Determinacion del adenosin trifosfato (ATP) en los hepatocitos
aislados de rata incubados con extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4 mL. Los resultados
son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico
el test de la t'Student.

** P<0,005 - Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes concentra-
ciones de F3.

#P< 0,005 y ¥ P<0,5- Comparando ADR 25 pM mas diferentes concentraciones de F3.

Esta concentracion de ATP se incrementa cuando en el medio de
incubacion esta presente la fraccion 3 del extracto de cerveza tanto negra
como rubia, si bién no de forma significativa, probablemente por la gran

dispersion de los resultados. Sin embargo, si se observa una significacion
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estadistica al contrarrestar el efecto de la adriamicina por parte de la cerveza

negra, ya que los extractos a partir de 10 pg incrementan el contenido de ATP

de forma significativa (1,96 + 0,35 umol/g de células, p<0,005). Esta situaciéon

se mantiene en concentraciones superiores del extracto si bien la significancia

es menor, p<0,05, por la dispersion de los resultados. También con una

significancia menor el contenido de ATP aumenta al afiadir cerveza rubia, pero

solamente en algunas concentraciones.

Figura 30.- Determinacién del adenosin trifosfato (ATP) en los hepatocitos
aislados de rata incubados con extractos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4 mL. Los resultados
son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico
el test de la t'Student.

#p<0,5- Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.
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3.1.4.- Daino a macromoléculas.

3.1.4.1.- Daino a lipidos. Peroxidacion lipidica.

La incubacion de los hepatocitos en presencia de O,/CO,, (95/5, v/v),
provocd un incremento en la peroxidacion lipidica, como lo demuestra el
aumento de los productos que reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARS),
de 157,16 £ 59,06 a 312,27 + 73,36 umol/g de células, con una significacion de
p<0,005 (Figuras 31 y 32). Al adicionar la fraccion 3 de la cerveza, tanto rubia
Como negra, no se encuentra un efecto protector a concentraciones bajas (5 y
10 pg). Sin embargo, a la concentracion de 20 pg, ya se produce una
proteccion significativa, disminuyendo la cantidad de TBARS con respecto a la
incubacion sin adicionar (232,68 + 68,66 en la cerveza negra 'y 226,69 + 31,68
en la cerveza rubia p< 0,05). Esta situacion se ve aun mas favorecida cuando
se incrementa el extracto a 40 u 80 pg en ambos tipos cerveza (148,12 + 60,83
y 134,35 £ 45,18 umol/g de células, en la cerveza negra y 143,79 = 5,46 y
157,41 + 45,98 umol/g de células, en la cerveza rubia respectivamente,

p<0,005).
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Figura 31.- Determinacion de los productos que reaccionan con el acido
tiobarbitirico (TBARS) en los hepatocitos aislados de rata incubados con
extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4 mL. Los resultados
son media = SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé
el test de la t'Student.

** P<0,005 - Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes concentra-
ciones de F3.

#P< 0,005 - Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.

Al afadir ADR, antbiotico de gran poder oxidante, se produce un aumento
de la peroxidacion lipidica (463,7 £ 60,44 umol/ g de células, p<0,005) en los
hepatocitos incubados. Este estrés oxidativo se ve contrarrestado por la adicion
de la fraccién polifendlica de la cerveza, ya evidente desde concentraciones
pequefias (5 ug) en ambos tipos de cerveza (356,67 + 70,14 umol/g de células
en la cerveza negra, y 343,35 *+ 94,73 umol/g de células en la cerveza rubia,
p<0,05), pero que alcanza mayor significacibn a medida que se eleva la
concentracion de la fraccién polifendlica afiadida (80 ug), (124,15 + 13,52 en la

cerveza negray 142,94 + 34,43, en la cerveza rubia, p<0,005).
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Figura 32-. Determinacion de los productos que reaccionan con el acido
tiobarbitirico (TBARS) en los hepatocitos aislados de rata incubados con
extractos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4 mL. Los resultados

son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico
el test de la t'Student.

** P<0,005 - Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes concentra-
ciones de F3.

#P< 0,005 - Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.

La disminucion de los TBARS es dosis dependiente en ambos tipos de
cerveza, lo que indica que a medida que aumenta la concentracion del extracto
en el medio de incubacion los niveles de TBARS son inferiores, alcanzando
incluso valores igual a TO (células que no han sido incubadas). Por tanto, se
puede afirmar que los compuestos presentes en dichos extractos estan

ejerciendo un efecto protector ante el dafio inducido por la adriamicina.

3.1.4.2.- Dafo a proteinas. Contenido en grupo s carbonilo.

La medicién de los grupos carbonilo como dafio oxidativo a proteinas nos

demuestra que no existe una lesion tras incubar las células hepéticas con
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extracto, ya que no se modifican los niveles. Sin embargo, al afiadir adriamicina
si que se produce un incremento de los mismos, indicativo de lesion proteica
(180,41 % 40,85 nmol/g de células, frente a 146,15 + 50,12 nmol/g de células a

T60) (Figuras 33y 34).

Al adicionar a los extractos de cerveza al medio donde esta presente la
adriamicina se puede observar un efecto protector fente a esta lesién, ya que
disminuye la concentracién de estos grupos carbonilo, quedando al mismo nivel
previo a la adicion de la adriamicina (140,78 £ 15,01 nmol/ g de células a los 40
pg de cerveza negra, y 125,1 + 18,93, y 121,63 + 29,09 a los 40 pug y 80 ug

respectivamente de la cerveza rubia).

Figura 33.- Determinacion de los grupos carbonilo de las proteinas en los
hepatocitos aislados de rata incubados con extracto de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4 mL. Los resultados
son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico
el test de la t'Student.

*P<0,05- Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes
concentraciones de F3.

#Pp<0,5- Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.
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Figura 34.- Determinacion de los grupos carbonilo de las proteinas en los
hepatocitos aislados de rata incubados con extracto de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4 mL. Los resultados
son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé
el test de la t'Student.

*P<0,05- Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes
concentraciones de F3.

#p<0,5- Comparando ADR 25 pM mas diferentes concentraciones de F3.

3.1.5.- Reserva de la capacidad antioxidante: nivel es de glutatidon

reducido.

La cuantificacion del Glutation reducido celular nos indica la reserva de la
capacidad antioxidante. Esta capacidad antioxidativa celular l6gicamente se ve
disminuida tras la incubacién de los hepatocitos en una medio hiperéxico (1,39
+ 0,37 umol / g de células a los 60 minutos, frente a 1,68 + 0,32 umol/ g de
células en el momento inicial), situaciébn que se ve alun mas comprometida al
afadir otro factor prooxidante, la adriamicina (1,12 + 0,35 umol / g de células,

p<0,05) frente a la situacién basal.
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Al afadir los extractos de cerveza no encontramos un factor protector, en el
sentido de que no se incrementa el GSH al aportar las diferentes
concentraciones de la fraccion polifenélica de la cerveza rubia o negra (Figuras
35 y 36). Sin embargo, la cerveza rubia, parece que tiene un cierto efecto
protector frente a la capacidad oxidativa de la adriamicina, por cuanto el
contenido de GSH aumenta al afiadir 10 pg (1,47 £ 0,26 nmol /g de células) o
20 pg (1,49 = 0,35 pmol / g de células, p< 0,05), de la fraccion 3 a los
hepatocitos adicionados con adriamicina. A concentraciones superiores no se

detecto significacion estadistica.

Figura 35.- Determinacion del nivel de glutation (GSH) en los hepatocitos
aislados de rata incubados con extractos de cerveza negra.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacién de 4 mL. Los resultados
son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico el
test de la t'Student.

** P<0,005 - Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes
concentraciones de F3.

#p<0,5- Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.
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Figura 36.- Determinacion del nivel de glutation (GSH) en los hepatocitos
aislados de rata incubados con extractos de cerveza rubia.
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Todas las concentraciones utilizadas son para un volumen final de incubacion de 4 mL. Los resultados
son media + SD de 7 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica se aplico
el test de la t'Student.

** P<0,005 - Comparando TO a T60 respecto a ADR 25 pM y T60 respecto a las diferentes
concentraciones de F3.

#P<0,5- Comparando ADR 25 uM mas diferentes concentraciones de F3.

3.2.- ESTUDIOS “IN VIVO” EN ANIMALES DE EXPERI MENTACION.

Antes de llevar a cabo el estudio “in vivo”, y ademas de manera similar al
estudio “in vitro”, hemos realizado ensayos quimicos con la cerveza con alcohol
y sin alcohol concentrada, respecto a su composicién, en cuanto a

componentes fendlicos, melanoidinas y actividad antioxidante.

3.2.1.- Niveles de polifenoles totales, proaci anidinas, catequinas,

melanoidinas y actividad antioxidante de la cerveza concentrada.

La tabla 3 muestra los valores medios, por grupos, de los resultados

obtenidos en un estudio cuantitativo de los diferentes parametros evaluados en
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las cervezas estudiadas. EI ANOVA mostro el efecto factor “tipo de cerveza”
para todos los parametros evaluados. Los resultados del test de LSD muestran
que la cerveza con alcohol es significativamente mas rica en compuestos
fendlicos. Asimismo la cerveza con alcohol presenta niveles significativamente
superiores de Actividad antioxidante total (AAO) medido por el test DMPD
respecto a la sin alcohol. Los niveles de procianidinas, catequinas y

melanoidinas fueron similares en ambos tipos de cerveza.

Tabla 3.- Actividad antioxidante y niveles de polifenoles totales, procianidinas,
catequinas y melanoidinas de la cerveza concentrada

DMPD PPT PRO CAT M ELANOIDINAS

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Conalcohol | 1,49+ 0,1° | 2892+ 133 | 1936+ 22,8 | 393+ 17,2 6,11+ 2,4
Sinalcohol | 0,87+ 0,03 | 2257+ 138 | 1749+4,0@ | 3371122 577+ 1,2

Los resultados se expresan en media * SD de 6 experimentos diferentes. Para el calculo de la
significancia estadistica se aplicé el test de ANOVA. Valores con diferente letra son significativos (P<
0'05).

Se observa una correlacion positiva entre actividad antioxidante y niveles de
polifenoles totales (R=0,6096; p<0,05), y procianidinas (R=0,6476; p<0,05). Sin
embargo no se observa ninguna correlacion entre actividad antioxidante y

niveles de catequinas y de melanoidinas.

La capacidad antioxidante total, que determina la inhibicion de radicales
libres, depende del contenido de polifenoles presentes en la cerveza, siendo
éste superior en la cerveza con alcohol. Sin embargo, los compuestos
polifendlicos mayoritarios presentes en esta bebida, las proantocianidinas y las
catequinas, no difieren entre ambas. Analizamos también otros compuestos,

originados en la reaccion del malteado, entre los grupos amino de las proteinas
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y los aldehidos de los azucares, las melanoidinas, pigmentos de color pardo,
responsables en gran parte del color de esta bebida. Estos compuestos
presentan asimismo actividad antioxidante, como hemos demostrado
previamente (Valls-Bellés et al., 2004), pero tampoco su contenido es diferente
entre los dos tipos de cerveza estudiados. Por lo tanto existen otros
compuestos en la cerveza con alcohol responsables de su mayor capacidad

antioxidante.

3.3.2.- Radical superoxido.

Dentro de la actividad antioxidante valoramos especificamene la actividad
del radical superoxido (O,7). Este es un radical oxigénico que se produce en
situaciones fisioldgicas como producto de la accion catalitica de las oxidasas, 0
a consecuencia del flujo de electrones de la cadena transportadora. Es una
especie de baja reactividad y mucha especificidad, que puede convertirse en
especies altamente reactivas y poco especificas, como el radical hidroxilo
(OH), tras su dismutacion a H,O; y reaccién con metales de transiciéon como el

hierro (Fe*?) o el cobre (Cu®).

La actividad “scavenger” del radical superéxido se midié en la cerveza con o
sin alcohol seleccionadas a diferentes concentraciones. Esta actividad era
dependiente de la concentracion (Figura 36) ya que la inhibicién del radical
superoéxido llega a ser del 65-75% cuando la concentracidn de cerveza se
incrementa 10 veces. No encontramos diferencias significativas entre los dos

tipos de cerveza.
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Figura 37.- Determinacion del radical superéxido.
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Los resultados estan expresados en media = SD de 6 experimentos diferentes. Para la estadistica se
us6 la ANOVA siendo **P< 0’0001 respecto al volumen. No existen diferencias significativas entre

ambos tipos de cerveza.

Estas pruebas se han realizado en el Departamento de Biotecnologia y

Ciencias de los Alimentos en la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Burgos.

3.2.3.- Biodisponibilidad de los compuestos fe nolicos en ratas.

En primer lugar evaluamos los niveles de polifenoles totales en el plasma de
la rata tras la admisnistracion de una suplementacién de cerveza junto a su

dieta habitual (Figura 38).
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Figura 38.- Niveles de polifenoles totales en plasma a diferentes tiempos, tras
la suplementacion en la dieta con cerveza.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para él calculo de la significancia estadistica
se aplico el test de la t'Student.

%P<0,05 y %*P<0,005 - Comparando TO respecto a los tiempos 30,60,90 minutos tras la
suplementacion.

4P<0,05y **p<0,005 -Comparando 30 minutos respecto a 60 y 90 minutos.

°P<0,05 y “P<0,005 - Comparando 60 minutos respecto a 90 minutos.

*P<0,05 y #P<0,005 - Comparando cerveza con alcohol respecto a cerveza sin alcohol.

Valoramos en primer lugar, la absorcién de los polifenoles contenidos en el
concentrado de cerveza administrado como suplemento dietario. Tanto en el
caso de la cerveza con alcohol, como de la sin alcohol, encontramos una
diferencia significativa a los 90 minutos de la administracion (T90), comparando
con la situacion basal (TO) y a los 30 minutos postingesta (T30), en el sentido
de que existia un incremento en las cifras de polifenoles plasmaticos a los 90
minutos. Estos resultados indican la eficacia de la absorcion de los compuestos
fendlicos presentes en el concentrado de cerveza afiadido a la dieta. En el caso
de la cerveza con alcohol, ademd&s, observamos un aumento mayor en los
niveles de polifenoles plasmaticos a los 60 minutos, situacién que no ocurria

cuando se administraba cerveza sin alcohol. Ello puede obedecer a una

139



RESULTADOS

facilitacion en la absorcion de la fraccion polifendlica, debida al contenido
alcohdlico. Sin embargo, esto, no influye en el resultado final, puesto que, a los
90 minutos, ambos tipos de cerveza alcanzan valores muy similares, y

significativos con los tiempos iniciales (P<0,05, Figura 38).

El mecanismo de absorcién de los flavonoides no estd completamente
dilucidado. Parece que hay difusion pasiva a nivel intestinal, sin embargo, estos
compuestos esta presentes en los alimentos mayoritariamente en su forma
glicosilada. Una vez unida la fraccién glicosidica a la pared intestinal, se
incrementa la hidrofilicidad de la molécula, con lo que la difusion pasiva se
dificulta. Esto conduciria a la hipétesis de que tendrian que ser absorbidos

mediante transporte activo.

El alcohol actuaria de “facilitador” en un primer tiempo de la absorcién, quiza
a nivel gastrico, o al favorecer la escision del radical glucidico del resto de la
molécula, permitiendo asi una mayor difusion pasiva. Posteriormente, al entrar
en accion el transporte activo, esta situacion se equilibra, no siendo por tanto,
diferente la absorcion a partir de la cerveza con alcohol en tiempos mas

prolongados.

3.2.4.- Actividad antioxidante total en plasma tras la suplementacion

con cerveza.

Para valorar si este incremento plasmético de la fraccién polifendlica se

acompafaba también de su actividad biolégica, determinamos la actividad
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antioxidante total del plasma, a los diferentes tiempos, 30, 60 y 90 minutos tras
las suplementacion en cerveza. Observamos, de forma coincidente con lo
expuesto anteriormente, que la actividad antioxidante total era
significativamente mayor (P<0,05, Figura 39) a los 90 minutos de la ingestion
de cerveza, lo que era debido, por tanto, a ese incremento de los polifenoles.

Figura 39.- Actividad de los antioxidantes totales en plasma a diferentes
tiempos, tras la suplementacion de la dieta con cerveza.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

4P<0,05 — Comparando TO respecto a los tiempos 30, 60, 90, minutos tras la suplementacion.

3.2.5.- Dafio oxidativo a macromoléculas enla  mitocondria.

Por otra parte, hemos valorado, en el animal de experimentacion, mediante
estudios “in vivo”, la capacidad de modificar un estrés oxidativo inducido por un
potente agente oxidante, la adriamicina. La adriamicina es uno de los agentes
quimioterapicos mas efectivos frente a una variedad de canceres humanos, y

principalmente sobre el cAncer de mama, estando millones de mujeres, a nivel
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mundial, tratadas con dicho agente a consecuencia de esta dolencia. Sin
embargo las limitaciones clinicas son considerables debido a sus efectos
toxicos, los cuales se originan, generalmente, a través de la produccion de
especies oxigenas. Esta perfectamente demostrado que la mitocondria es el

objetivo primordial de la toxicidad inducida por este antineoplasico (Figura 23).

En este estudio hemos valorado la capacidad del aporte suplementario de
cerveza para inhibir el dafio oxidativo producido a nivel mitocondrial por, el
antineoplasico adriamicina, que actia a través de la alteracion de la cadena
transportadora de electrones. Para ello hemos utilizado las mitocondrias
aisladas de dos érganos con un metabolismo muy activo, como son el higado y
el corazon, obtenidos de los animales tratados con adriamicina vy

suplementados dietéticamente con cerveza o con placebo (suero fisiologico).

Tras el periodo de suplementacion, aislamos las mitocondrias de higado y
corazdn respectivamente y determinamos la actividad de los componentes de
la cadena de transporte electrénico comparandola con la actividad en los

componentes de las mitocondrias sin suplementar (Figura 40).
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Figura 40.- Mitocondrias de corazén e higado por microscopia electronica.

3.2.5.1.- Alteraciones de los componentes de la cad ena de transporte

electronico.

Dentro de la mitocondria existen 5 complejos enzimaticos encargados del
mantenimiento del aporte energético celular. El complejo | o NADH-ubiquinona
oxidorreductasa es el paso inicial que controla el resto de la cadena
transportadora de electrones, constituyendo de esta forma el principal factor

responsable de la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
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3.2.5.1.1.- Actividad del complejo | en la cad ena de transporte

electronico.

En las mitocondrias de higado de rata observamos cémo disminuye de forma
significativa (P<0,005, Figura 41), la actividad del complejo | o NADH-
ubiquinona oxidorreductasa en las mitocondrias hepaticas al administrar la
adriamicina, en comparacion con el grupo control, que habia recibido suero en
lugar de adriamicina. En los animales suplementados dietéticamente con
cerveza no se produce este descenso del complejo I, siendo los valores
practicamente idénticos a los del grupo control. Tampoco en los animales a los
que se les habia administrado suero fisiolégico, en lugar de adriamicina, junto

con la cerveza, se encontraba disminucion de este complejo.

Figura 41.- Actividad del complejo | en mitocondrias de higado de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

*P<0,05 y **P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H,0),
gADR + Cer) y (Suero + Cer).

*P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0O) respecto al grupo (ADR + Cer).

Complejo | = NADH-ubiquinona oxidoreductasa, ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.
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La adriamicina presenta una toxicidad principalmente a nivel cardiaco, por lo
que presenta especial importancia evaluar este complejo | en las mitocondrias
cardiacas. Nuestros resultados muestran, asi como en el caso anterior, una
disminucién pronunciada en la actividad del complejo | en las mitocondrias de
los animales tratados con adriamicina (p<0,005). En los animales
suplementados con cerveza, el complejo | era similar a la del grupo sin tratar, al
que se le habia dado unicamente suero fisiologico, (tanto con la cerveza con
alcohol como con la cerveza sin alcohol). Incluso, en los animales a los que se
habia administrado cerveza, junto con el suero fisiologico, los valores de este
complejo | eran ligeramente superiores, si bien sin significacion estadistica

(Figura 42).

Figura 42.- Actividad del complejo | en mitocondrias de corazén de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H;0) respecto a los grupos (ADR + H,0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0O) respecto al grupo (ADR + Cer).

Complejo | = NADH-ubiquinona oxidoreductasa, ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.
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3.2.5.1.2.- Actividad del complejo IV en la ca dena de transporte

electronico.

El complejo IV 6 citocromo oxidasa es una hemoproteina localizada en la
membrana interna de la mitocondria. Si se altera su actividad, se interrumpe el
flujo de electrones en la cadena respiratoria, favoreciéndose la produccion de
radicales libres. Es fundamental, por lo tanto el determinar esta actividad para

una evaluacion adecuada del metabolismo oxidativo.

Figura 43.- Actividad del complejo de IV en mitocondrias de higado de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<(0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H»0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#Pp<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0O) respecto al grupo (ADR + Cer).

Complejo IV = Citocromo oxidasa, ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

Este complejo presenta una disminucion importante a nivel hepético al ser
tratadas las ratas con adriamicina (p<0,005). El efecto protector de ambos tipos
de cerveza se pone de manifiesto tras su suplementacion en las ratas tratadas

con el quimioterapico. En efecto no se aprecia diferencia en cuanto a la
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actividad del complejo | con el grupo control, y si con el de las ratas sometidas

a este antineoplasico (p<0,005; Figura 43).

En las mitocondrias cardiacas, tras el tratamiento con adriamicina, la
disminucién del complejo IV es notoria (p<0,05). Observamos que los niveles,
en las ratas tratadas y suplementadas dietéticamente con cerveza, son
similares a los de las ratas control. Se vuelve a poner de manifiesto, aunque no
es significativo estadisticamente, un ligero incremento en las ratas a las que se
les habia dado suero fisioldgico y cerveza, con respecto a las que administré
anicamente suero fisiolégico, en cuento a la actividad del complejo IV en las
mitocondrias del corazon, de forma similar a lo acontecido en la actividad del

complejo | en las mismas mitocondrias (Figura 44).

Figura 44.- Actividad del complejo IV en mitocondrias de corazon de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<(0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H»0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#Pp<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0O) respecto al grupo (ADR + Cer).

Complejo IV = Citocromo oxidasa, ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.
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3.2.5.1.3.- Niveles de la coenzima Q oV Q1.

La coenzima Q es un componente crucial del proceso de la fosforilacion
oxidativa en la mitocondria, puesto que es la molécula central en la cadena de
transporte electrénico. Esta coenzima existe en tres estados redox diferentes:
quinona (oxidada), semiquinona, y ubiquinona (reducida), lo que hace posible
el que acepte electrones generados durante el metabolismo de las grasas y de

la glucosa y los transfiera.

Hemos determinado tanto la coenzima Qg (predominante en los roedores),
como la Q1o (que se sintetiza preferentemente en los humanos), para poder

evaluar adecuadamente el estado de la fosforilacion oxidativa.

Ambas formas de coenzima Q disminuyen en las mitocondrias hepaticas de
forma significativa, tras el tratamiento con adriamicina (p<0,005; Figura 45 y
46). En los animales a los que se les ha suplementado con cerveza sin alcohol
esta disminucion no ocurre, encontrando una diferencia significativa (p<0,005)
con el grupo que habia recibido agua en lugar de cerveza. Sin embargo, en el
grupo de animales suplementados con cerveza con alcohol si que los niveles
de la coenzima Qg son menores que en los suplementados con cerveza sin
alcohol. Ello podria indicar un menor efecto protector, en el mantenimiento de
este antioxidante en el caso de este tipo de cerveza. En el caso de la coenzima
Q10 los niveles también son ligeramente menores en los animales
suplementados con cerveza con alcohol en comparacibn con los

suplementados con cerveza sin alcohol. De todas formas, ambos grupos de
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animales presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con
respecto a los animales tratados con adriamicina y no suplementados, en el
sentido de que los niveles de esta coenzima Q1o SOn superiores en caso de que

las ratas hayan recibido el aporte dietético de cerveza.

Figura 45.- Niveles de CoQg en las mitocondrias de higado de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H;0) respecto a los grupos (ADR + H,0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0O) respecto al grupo (ADR + Cer).

#p<0,005 — Comparéando el grupo (cerveza sin alcohol) respecto a (cerveza con alcohol).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.
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Figura 46.- Niveles de CoQ1o en las mitocondrias de higado de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartdo de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H;0) respecto a los grupos (ADR + H,0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

*p<0,05 — Comparando el grupo (ADR + H20) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

De igual manera que en el caso anterior, los niveles de ambas coenzimas a
nivel cardiaco se ven seriamente comprometidos en el caso del tratamiento de
las ratas con adriamicina (p<0,005, Figura 47 y 48) con respecto al grupo

control.

Cuando los animales estan suplementados con cerveza no se observa esta
caida enzimética, manteniendo los niveles iguales a los del grupo control. Hay
que destacar, ademas, que en el grupo de animales no tratados con
adriamicina sino con suero fisioldgico, a los que se les habia dado cerveza con
alcohol, la coenzima Q3o aumentaba de forma significativa (p<0,05). Estos
animales no habian sido sometidos a un estrés oxidativo extra, y en ellos, la

cantidad de este antioxidante es mayor tras el aporte dietético de cerveza.
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Figura 47.- Niveles de CoQg en mitocondrias de corazon de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<(0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H»0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

*p<0,05 — Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer)

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

Figura 48.- Niveles ce CoQjo en las mitocondrias de corazon de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.
*P<0,05 y **P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H»0) respecto a los grupos (ADR + H,0),
gADR + Cer) y (Suero + Cer).

*P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H20) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.
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3.2.5.1.4.-Contenido de grupos carbonilo en las pro teinas plasmaticas

de rata.

Para apreciar si también se ocasionaba dafio a nivel de macromoléculas
determinamos, en primer lugar, la cantidad de grupos carbonilo producidos,
puesto que es uno de los mejores indicadores de dafio oxidativo proteico

(Figura 49).

Figura 49.- Contenido de grupos carbonilo de las proteinas de plasma de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan

expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<(0'005 — Comparando el grupo control (Suero + H,O) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

*p<0,05 — Comparando el grupo (ADR + H20) respecto al grupo (ADR + Cer).
ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

Tras el tratamiento con adriamicina se observa un incremento significativo
del contenido en estos grupos carbonilo con respecto a la situacién basal
(p<0,005), reflejando la oxidacion proteica originada (Figura 49). Si el aporte de

adriamicina se asociaba con un suplemento dietético de cerveza, los valores
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eran parecidos a los basales, indicando asi el efecto protector sobre el estrés

oxidativo originado.

3.2.5.1.5.- Niveles de malondialdehido mas 4-hidrox inonenal (MDA+

4HNE) en las mitocondrias.

El dafio oxidativo a lipidos se evalu6 mediante la produccion de peroxidos
lipidicos a nivel de la membrana mitocondrial. Como marcador utilizamos el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal, puesto que son productos formados
directamente en la reaccion de peroxidacion lipidica, responsable de la mayoria
de los efectos fisiopatolégicos relacionados con el estrés oxidativo de las

células y los tejidos.

En este trabajo hemos encontrado un incremento discreto de los valores de
dichas sustancias en las mitocondrias hepaticas, tras el tratamiento del animal
de experimentacion con los ciclos de adriamicina. Las ratas tratadas con
adriamicina 'y suplementadas con cerveza no mostraban diferencias
significativas ni con el grupo control ni con el grupo tratado no suplementado

(Figura 50).
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Figura 50.- Niveles de MDA + 4-hidroxinonenal en mitocondrias de higado de
rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significAncia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H;0) respecto a los grupos (ADR + H»0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

En los mitocondrias cardiacas, la produccién de malondialdehido y 4-
hidroxinonenal era significativamente superior tras el tratamiento con
adriamicina (p<0,005) con respecto al grupo control. Ello explica, al menos en
parte, los efectos toxicos que se aprecian tras la terapéutica con este
antineoplésico. Si en la dieta del animal afiadiamos cerveza, los niveles
disminuian, llegando a ser similares a los de la situaciébn basal. Esta

disminucién era mas marcada con la cerveza con alcohol (Figura 51).

154



RESULTADOS

Figura 51.- Niveles de Malondialdehido + 4-Hidroxinonenal en mitocondrias de
corazon de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H»0) respecto a los grupos (ADR + H,0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0O) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

3.2.5.1.6. Niveles de 8hidroxideoguanosina (8- oxo-dGuo) en el ADN de

higado y corazén de rata.

Uno de los riesgos principales de la produccion de radicales libres es la
posibilidad de inducir alteracién en el ADN, a través de la modificacién de sus
bases. Utilizamos como marcador, para determinar la oxidacion de la cadena
de ADN, la produccion de la base modificada 8-oxo-dGuo, formada durante el

dafio oxidativo al ADN por parte del radical hidroxilo (OH).

Por ello, determinamos el nivel de la 8-oxo-dGuo en situacion basal, y tras

los ciclos de terapia con adriamicina. Observamos un incremento significativo

en esta base modificada en el ADN del higado (p<0,05), y principalmente en el
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ADN del corazon (p<0,005,) de las ratas tratadas (Figura 52 y Figura 53). Si en
la dieta de los animales se afiadia cerveza, este incremento no se producia,
independientemente del tipo de cerveza, en el caso del ADN hepatico, pero
siendo mas evidente en el caso de la cerveza con alcohol, a nivel del ADN del
corazdn. La 8-oxo-dGuo no se incrementa tras la suplementacion con cerveza

y suero fisiolégico, lo que implica que la cerveza no induce ningun dafio al

ADN.

Figura 52.- Niveles de 8-oxo-dGuo en el ADN de higado de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.
*P<0,05 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H,0), (ADR + Cer)
¥ (Suero + Cer).

P<0,05 — Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).
ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.
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Figura 53.- Niveles de 8-oxo-dGuo en el ADN de corazon de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.

**P<(0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H»0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0) respecto al grupo (ADR + Cer).

4P<0,05 — Comparando el grupo (cerveza sin alcohol) respecto a (cerveza con alcohol).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua.

3.4.3.5.- Defensa antioxidante: niveles de a-tocoferol.

La vitamina E, en su forma de a-tocoferol es un antioxidante natural,
presente en alimentos de origen vegetal sobre todo. Su principal papel lo ejerce
a través de su accion como “barredor” (scavenger) de radicales libres ya
formados. Su disminucidon por tanto nos indica, una formacion excesiva de
radicales oxigénicos, que precisan ser contrarrestados y pueden originar un

consumo de este antioxidante.

En las mitocondrias de higado de rata hemos detectado una disminucion
muy importante (Figura 54) de este antioxidante en los animales sometidos a

tratamiento con adriamicina (p<0,005) con respecto a los animales del grupo
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control. En los animales a los que se les habia administrado cerveza los
valores de a-tocoferol estaban significativamente mas altos. Este efecto era
sobre todo, demostrable en los animales suplementados con cerveza sin
alcohol, donde los valores de a-tocoferol permanecian al mismo nivel que los

del grupo control, a pesar de haber recibido la adriamicina.

En los animales tratados que habian recibido la cerveza con alcohol, los
valores de a-tocoferol eran mas elevados que en los que no habian recibido
este suplemento, pero se mantenian a un nivel mas bajo que los del grupo
control. Otro hecho destacable, es que, en estas mitocontrias hepaticas, el nivel
de vitamina E era méas bajo en el caso de que los animales hubieran recibido
cerveza con alcohol, aun sin haber sido tratados con el quimioterpico, en
comparacién al grupo control. Este hecho no ocurria en caso de la
administracion de cerveza sin alcohol, por lo que podria estar atribuido al

contenido alcohdlico de la cerveza.
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Figura 54.- Niveles de a-tocoferol en las mitocondrias de higado de rata.
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el calculo de la significancia estadistica
se aplico la t’ Student.
*P<0,05 y *P<0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H,0),
gADR + Cer) y (Suero + Cer).

*P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0) respecto al grupo (ADR + Cer).

%P<0,05 - Comparando el grupo (cerveza sin alcohol) respecto a (cerveza con alcohol)
ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

En el caso de las mitocondrias cardiacas la situacion era diferente (Figura
55). En primer lugar, si que observamos una disminucion de la vitamina E tras
el tratamiento con adriamicina, al igual que en las mitocondrias hepaticas, pero
ya no se aprecian diferencias en cuanto al tipo de cerveza administrada. Tras la
suplementacién, ambos grupos de animales (suplementados con cerveza sin
alcohol o con alcohol) mostraban una recuperacién de los niveles del a-
tocoferol en comparaciéon con los animales no suplementados (p<0,005).
Ademas, en los animales no tratados con adriamicina, y solo suplementados
con la cerveza, las cifras de esta vitamina E, eran incluso mas elevadas en el
grupo al que se le habia aportado la cerveza con alcohol, si bien no presentaba
significacion estadistica. Por lo tanto, a nivel de las mitocondrias cardiacas no

se aprecia diferencia entre los tipos de cerveza.
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Figura 55.- Niveles de a-tocoferol en mitocondrias de corazén de rata.

! O Cerveza sin alcohol
18 MITOCONDRIAS CORAZON O Cerveza con alcohol

T 15 T 1
: I
&
§ § 1,2 1 w
O E L
S 09- .
S
e
0,6 -
S Q. ) **
S T
g 03
3
£
S 0
SU+H,0 ADR+H,O ADR+CER SU+CER

Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estan
expresados en media + SD de 8 experimentos diferentes. Para el célculo de la significancia estadistica
se aplico la t' Student.

**P<(0,005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR + H»0), (ADR +
Cer) y (Suero + Cer).

#P<0,005 — Comparando el grupo (ADR + H;0) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,O = Agua.

Se observa pués, un comportamiento diferente del corazon con respecto al
higado, en cuanto a la proteccion de la cerveza con alcohol frente a la
oxidacion, siendo esta proteccion menor en el higado. Esta divergencia, es
posiblemente debida a que el 90% del etanol ingerido es biotransformado en el
higado, y el 10% restante lo es en el resto de tejidos, tales como el corazon,
cerebro, pulmon, etc., excretandose una pequefa parte por el sudor y la orina.
El higado posee tres vias metabdlicas de eliminacion del etanol. Cuando éste
se ingiere en pequefias cantidades con los alimentos fermentados, o por
fermentacién del intestino, la principal via de biotransformacion es a través de
la enzima alcoholdeshidrogenasa (ADH) que oxida el alcohol a acetaldehido.
Esta enzima se encuentra mayoritariamente en el higado (la actividad en
nmol/minuto x mg de proteina es de 49,6), y minoritariamente en los otros

tejidos como el corazén (la actividad en nmol/minuto x mg de proteina es de
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0,8), de la que existen varias isoformas. Junto a ella tenemos la
aldehidodeshidrogenasa mitocondrial que se ocupa de la oxidacion del
acetaldehido dando como producto final acetato. Esto puede implicar una
mayor generacion de ROS, y por tanto una disminucion de la defensa
antioxidante (Shiva et al.,, 2005). Ello puede ser la explicacion de que
observamos unos menores niveles de proteccion con la cerveza con alcohol
respecto a la cerveza sin alcohol en el higado, si bien el efecto final es

protector en ambas, ya que la cantidad de alcohol ingerido es moderada.
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DISCUSION

4-.DISCUSION.

En el presente trabajo hemos estudiado el posible efecto protector
antioxidante de la cerveza (tanto rubia como negra) frente a los efectos téxicos
producidos por la adriamicina en células hepaticas aisladas de rata. Por otra
parte, también se ha valorado el efecto protector de la suplementacion dietética
con cerveza (tanto con alcohol como sin alcohol). La suplementacién ha
consistido en un concentrado de la misma 10 veces, y la cantidad equivalente a
400 mL / dia para una persona de 70 Kg de peso, administrandose diariamente
durante un periodo de 21 dias. A los animales suplementados se les aplicaron
dos dosis de adriamicina de 5 mg / Kg de peso (1 ciclo por semana), como
inductor de estrés oxidativo. La finalidad ha sido valorar la capacidad

antioxidante de la cerveza, tanto “in vitro” como “in vivo”.

El poder antioxidante de la cerveza puede atribuirse a diversos
componentes, de entre ellos, hay que destacar los flavonoides que presentan
una capacidad antioxidante demostrada. Dentro de los polifenoles, los
flavonoides, y las melanoidinas constituyen unos antioxidantes activos en
sistemas bioldgicos, y probablemente esta capacidad explica su abundancia en
tejidos vegetales, en particular aquellos sometidos a un estrés oxidativo.

(Leigthon, 2000).

Los polifenoles presentes en la cerveza, proceden esencialmente de la

cascara de la cebada de malta y del ldpulo. Son principalmente acidos

fendlicos, flavonoides de tres tipos: flavanos, antocianos y los productos
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derivados de ellos, como las calconas; y los flavanoles siendo las mas

importantes las proantocianidinas.

Las melanoidinas son compuestos formados en los alimentos durante su
tratamiento térmico. Se originan mediante las reacciones de Maillard entre los
grupos amino de los péptidos y proteinas y los grupos aldehido del azucar
(Vernin y Parkanyi, 1982). En el caso de la cerveza se forma durante los
procesos del malteado y la elaboracién. Tienen influencia sobre el color, el
aroma y se hacen necesarios para elaborar algunos tipos especiales de
cerveza. Su actividad antioxidante ha sido investigada en bebidas mostrando
que protegen contra el estrés oxidativo inducido por la adriamicina en
hepatocitos de rata (Valls-Bellés et al., 2001; 2004; 2006). Varios estudios
sugieren que las propiedades antioxidantes y la capacidad de quelar metales
que aportan las melanoidinas a los alimentos puede mejorar el sistema de
defensa del organismo (Faist et al., 2001; Mira et al., 2002). Estos datos
sugieren que estos componentes junto con los polifenoles podrian ser

responsables de la actividad antioxidante de las cervezas.

El agente que hemos utilizado como conductor de estrés oxidativo la
adriamicina o doxorubicina, es un antibiético aislado inicialmente de la bacteria
Streptomyces peucetis al principio de los afios 60. Este farmaco se usa
clinicamente como un potente agente antineoplasico, con actividad frente a una
gran variedad de canceres. En su proceso de metabolizacién interacciona con
el complejo | produciendo toxicidad a nivel mitocondrial. Ello llevo diversas

investigaciones para desarrollar derivados que tuvieran los mismos o0 mejores
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efectos antitumorales, pero con menor toxicidad cardiaca. Los derivados
farmacéuticos mas recientes tienen la misma estructura general del anillo de
antraciclina pero con ligeras modificaciones, habiendose probado, en los
altimos 30 afios, muchos analogos. Algunos de ellos todavia se encuentran en
ensayos clinicos, pero la doxorubicina sigue siendo la antraciclina mas usada

(Weiss, 1992; Zhou et al., 2005; Ciesielska et al., 2005; Mano, 2006).

Se han llevado a cabo también diversos intentos, para reducir la toxicidad
de estos farmacos. Asi, se han administrado en una forma inactiva o prodroga
que puede ser activado una vez haya entrado en las células objetivo.También
se ha introducido el antineoplasico en un sistema cargador fosfolipido, es decir,
a través de liposomas, lo que reduce la exposicion de los tejidos normales al
antraciclinico (Booser et al., 1994; Valls-Bellés et al., 1994). Otra posibilidad es
combinar la doxorubicina con otro medicamento para aliviar la cardiotoxicidad.
De esta forma el dexrazoxano (DXZ), un miembro de la clase de farmacos
bisoxopiperazinos, elimina la produccion de radicales libres y disminuye la
posibilidad de cardiomiopatia (Weiss, 1992). Frente a todo ello, surge la
hipotesis de reducir los efectos secundarios, debido a la formacion de radicales
libres, a través de la suplementacion de antioxidantes que contrarresten sus

efectos (van Acker et al., 2001; Zhan et al., 2005).

Los cultivos celulares se usan como modelo experimental y pueden aportar
una informacién valiosa sobre los mecanismos metabdlicos, la regulacién en la
transduccion de sefiales de la expresion genética, la proliferacion, la

senescencia y la muerte celular. Sin embargo, pueden comportarse diferente a
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las células “in vivo” de muchas maneras, ya que en ellos se impone un estado
de estrés oxidativo a las células. Por ello nuestro grupo de investigacion decidié
trabajar con células aisladas y no con cultivos. Ademas, los medios de cultivo
celulares pueden catalizar la oxidacion de sus componentes, dando como
resultado un efecto aparente sobre las células, y semejante al debido a los
productos de oxidacion como los EROs (Halliwell et al., 2005; Elaut et al.,

2006).

La LDH es una enzima intracelular implicada en la produccion energética de
las células. Su aumento en el compartimento extracelular es un signo del dafio
a tejidos. Es decir, su liberacion al medio extracelular, es un buen marcador de

viabilidad de celular.

En nuestros resultados se observa un aumento de la LDH, al afiadir al
medio de incubacién de los hepatocitos la adriamicina, lo que implica una
disminucién importante de la viabilidad celular. En presencia de la fracciéon 3
rica en polifenoles de ambos tipos de cerveza, los valores obtenidos son
inferiores, indicativo de que se esta ejerciendo un efecto protector. Estos datos
son similares a los de los estudios en los que se afiade la vitamina E (Young et

al., 2005) o la vitamina C (Grajeda-Cota et al., 2004).

La produccién del ATP es vital para la funcidon celular, la contraccion

muscular y para el mantenimiento de la homeostasis quimiostatica (Drew et al.,

2003). Un aumento del estrés oxidativo implicaria un mayor generaciéon de
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especies oxigénicas reactivas y una menor produccion de ATP como

consecuencia de la alteracion de la funciébn mitocondrial (Caraceni et al., 2005).

En nuestros resultados observamos que los niveles de ATP en las células
hepaticas incubadas con la adriamicina son significativamente inferiores en
relacion a los controles, debido al aumento de la produccion de radicales
oxigénicos. En cambio, en presencia del extracto de cerveza, recuperan
valores control. Ello nos indica que, efectivamente, el antibidtico induce la
formacion de radicales que afectan a la funcion de la cadena electronica
mitocondrial, siendo éstos captados o reducidos por los flavonoides de dicha
fraccion de cerveza (Gasbarrini et al., 1998; Van de Berg et al., 2002; Gasowski
et al., 2004; Moens et al., 2005; Facundo et al., 2005; Van Houten et al., 2005).
En el proceso de metabolizacion, el antibidtico induce la formacion de especies
oxigénicas, e induce el fenbmeno conocido como “transicion a la permeabilidad
mitocondrial“. Este fendmeno consiste en una transformacion de las
caracteristicas de la membrana interna mitocondrial, en el sentido de que pasa
de una barrera altamente restrictiva capaz de excluir iones tan pequefios como
el de hidrégeno, a una que permita el equilibrio pasivo de solutos hasta 1500
daltons. Este fendmeno (llamado The Mitochondrial Permeability Transition o
MPT en inglés) ha sido implicado en muchas patologias, particularmente las
asociadas con el estrés oxidativo, y es una consecuencia del tratamiento con
doxorubicina. Como resultado se produce una interferencia en las rutas
mitocondriales dependientes de calcio y la sintesis calcio-estimulante del ATP
(Wallace, 2003), con la consecuente disminucion del ATP. Es decir, el

antibiético produce EROs que alteran las proteinas de la cadena electronica
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mitocondrial y ademas la permeabilidad de la membrana mitocondrial con la
consecuente disminucion de la sintesis del ATP. Los flavonoides de la cerveza

reducirian a los radicales, manteniendose asi los niveles de ATP.

La toxicidad de la adriamicina esta unida a los parametros de estrés
oxidativo, que incluyen la oxidacion de lipidos, proteina y material genético.
Estos constituyentes juegan un papel importante en el mantenimiento de la
estructura y funcion de la membrana celular, y en la viabilidad celular, y su
alteracion esta implicada en numerosos procesos patologicos. Por ello, se ha
investigado el efecto protector de los antioxidantes contra enfermedades y
procesos degenerativos causados por estrés oxidativo (Sahin et al., 2004; Zhou

y Zhang, 2005).

En nuestro estudio podemos observar el papel protector del extracto de
cerveza, ya que se produce una disminucion dosis depediente de los TBARS
en ambos tipos de cerveza (rubia y negra), incluso alcanzando niveles
inferiores al grupo control, lo que implicaria una disminucién de peroxidos
lipidicos y un menor dafio a membranas celulares (Rodriguez et al., 2001;
Navarro et al. 2003; Ameen et al., 2004; Sahin et al., 2004; Husain et al., 2005).
Hay evidencias de que los flavonoides se localizan cerca de la superficie de la
membrana lipidica para captar los radicales libres y por ello previenen la
peroxidacién lipidica de la membrana expuesta a radicales oxigénicos acuosos
(Terao et al., 1994). Ademds, Verstraeten et al (2002) comprobaron la hipétesis
de que las proantocianidinas (flavonoide mas abundante en la cerveza) podrian

ser absorbidas por las membranas creando un medio que limitaria el acceso a
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las especies radicales y su propagacion, a través de la cadena de reacciones

en los acidos grasos (Rasmussen et al., 2005).

La formacion de los grupos carbonilo produce alteraciones en la
conformacion y en el funcionamiento de las proteinas, que puede llevar a una

pérdida de la actividad enzimatica y a un aumento en la digestidon proteolitica.

Similarmente a lo que ocurre con los TBARS, la formacion de grupos
carbonilo fue inhibida al afiadir el extracto, pero se observaron diferencias entre
la cerveza negra y la cerveza rubia. El efecto era significativo a bajas
concentraciones de cerveza negra pero no rubia. La diferencia observada entre
la capacidad de proteccion proteica del extracto de cerveza, podria estar
relacionada con la diferencia del contenido en proantocianidinas en ambos
extractos de cerveza, ya que éstas son mas abundantes en la cerveza negra y
captarian las especies oxigenicas, disminuyendo la peroxidacion de lipidos y
proteinas (Ottaviani et al., 2002; Yagmurca et al., 2003; Sahin et al., 2004;

Fadillioglu et al., 2004; Domenicalli et al., 2005; Albano, 2006.).

El GSH es un tripétido compuesto de cisteina, acido glutamico y glicina. Es
un antioxidante intracelular importante, presente en tejidos de animales y
plantas que forman parte de la dieta humana. Juega un papel principal en la
proteccion de las células contra el estrés oxidativo, ademas del mantenimiento
de la integridad de la mitocondria, de la membrana celular y de la homeostasis

(Jones et al., 1992; Domenicali et al., 2005).
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En nuestros resultados, los niveles de GSH de hepatocitos incubados con
ADR han disminuido respecto a su control. En cambio, en presencia del
extracto de cerveza, aumentan, aunque solamente se percibe con la cerveza
rubia, en concreto a partir de la concentracion de 10 pug y 20 pg. Otros autores
han obtenido resultados similares (Johnston et al.,, 1993; Reiter et al., 2000,
2001; Sener et al., 2005; Domenicali et al., 2005). El mantenimiento del nivel de
GSH es esencial para la viabilidad de la célula. Si se inhibe el consumo de la
cisteina, o se disminuye la sintesis de GSH, se obtiene como resultado el
agotamiento del glutation y una muerte celular programada. El glutation es una
fuente importante de los grupos tiol en el espacio intracelular, puede actuar
directamente como un antioxidante, como captador de especies reducidas, y
como factor esencial para la glutation peroxidasa. Por lo tanto, una depleccion
en el GSH puede deteriorar la accién de la glutation peroxidasa, e impedir
contrarrestar la peroxidacion lipidica (Sahin et al., 2004; Ameen et al., 2004;
Sener et al., 2005; Garcia-Ruiz et al., 2006). Puesto que los niveles de GSH se
mantienen en los hepatocitos incubados solo con el extracto de cerveza, los
flavonoides pueden actuar en la prevencion de la disminucion de los niveles de
GSH, no limitando la actuacién de los enzimas de su metabolismo. De esta
manera el aumento de flavonoides en un estadio temprano puede reducir el

dafio a los tejidos.

Uno de los parametros utilizados para valorar la actividad antioxidante del
concentrado de cerveza ha sido medir su actividad frente al radical superéxido.
Se observa que tanto en cerveza con alcohol o sin alcohol hay un inhibicion del

radical superoxido, pero dependiente de la concentracién. Por lo tanto el
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concentrado de cerveza ejerce su papel de “scavenger” del radical hidroxilo,

tanto si es con alcohol o sin alcohol.

Los organismos animales utilizan los polifenoles a través de la dieta, en
alimentos y bebidas como frutas, verduras, o productos derivados de ellos
(como vino y cerveza). Simultdneamente, asociado a su consumo se detecta
un aumento significativo de la capacidad antioxidante del plasma y del
contenido de polifenoles en plasma. Nosotros hemos observado un aumento
significativo de los niveles de polifenoles en plasma a diferentes tiempos.
Dichos resultados indican que tanto en la cerveza con o sin alcohol hay una
diferencia significativa a los 90 minutos de su administracion, comparando con
la situacion basal. (Serafini, 1998; Wang, 2000; Rechner, 2002). Otra
observacion, que es corroborada por otros estudios, es que cuando se
administra a las ratas concentrado de cerveza con alcohol, los niveles maximos
de polifenoles en plasma son detectados a los 60 minutos, en cambio cuando
se administraba el concentrado de cerveza sin los maximos se alcanzan a los
90 minutos. Parece ser que los polifenoles junto al alcohol pasan mas
rapidamente al plasma que si proceden de la cerveza sin alcohol (Lee et al.,
1995; Unno et al., 1996; Hollman et al., 1996; Kivits et al., 1997; Aziz et al.
1998; Williamson et al., 2000;). El alcohol es una sustancia de bajo peso
molecular, que pasa facilmente por las membranas. Empieza a ser absorbido
primero en la boca, luego en el esdfago y el estbmago hasta llegar finalmente
al intestino que es el principal lugar de absorcién. Ademas, el primer metabolito
gue se forma es el acetaldehido (ACCHO), que es un metabolito muy reactivo

que sera oxidado por la enzima Aldehidodeshidrogenasa. Existen varias
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isoenzimas pero la mas importante se encuentra a nivel de la mitocondria.
Aunque hemos de tener en cuenta que el concentrado de cerveza con alcohol
posee mayor nivel de polifenoles. Quizéa la suma de los dos factores (presencia
de alcohol y nivel de polifenoles) facilite la transferencia de los polifenoles a la

circulacion.

Paralelamente, para corroborar estos resultados determinamos la actividad
antioxidante total. Un cambio en los niveles de antioxidantes totales es un
biomarcador de estrés oxidativo. Asi la capacidad antioxidante total (The Total
Antioxidant Capacity, TAC o Total Radical-Trapping antioxidant parameter o
TRAP en inglés), ha sido y es usada como una medida del estatus
antioxidante, y expresa o comprende todos los procesos que previenen o
retrasan la oxidacion, la prevencién en la formacion de radicales y la induccion

de los enzimas antioxidantes.

En nuestro grupo de investigacion, hemos evaluado la capacidad
antioxidante total en plasma a los diferentes tiempos 30, 60 y 90 minutos tras la
suplementacién del concentrado de cerveza. Al igual que los polifenoles, la
actividad antioxidante total era significantemente mayor a los 90 minutos de la

ingestion de la cerveza.

Nuestros datos estan en concordancia con los datos aportados por Miyagi y
colaboradores, y Giselli y colaboradores, los cuales han demostrado que la
cerveza sin alcohol muestra una ligera tendencia a incrementar la actividad

antioxidante a los 90 minutos. Sin embargo, durante los primeros 30 minutos, al
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igual, que ocurre en otros estudios, no existen diferencias entre cerveza con
alcohol o sin alcohol. A los 60 minutos hay un menor aumento para la actividad
cuando la cerveza es sin alcohol pero la actividad se recupera, incluso aumenta
a los 90 minutos (Miyagi et al., 1997; Ghiselli et al., 2000; Gorinstein et al.,
2004; Nardini et al 2006). Estos resultados sugieren que los componentes
polifendlicos y las melanoidinas de la cerveza pasan al plasma mas
eficientemente si proceden de la cerveza con alcohol que de la cerveza sin

alcohol, y que su actividad antioxidante en plasma es mayor a los 90 minutos.

En cuanto a la absorcion de los polifenoles existen datos limitados. En los
alimentos la mayoria de los polifenoles se encuentran en forma glicosilada. Se
sabe que existe un preabsorcion en la boca, pero es escasa. Se conoce mejor
la absorcion de los flavonoides glicosilado, que puede ser muy rapida o muy
lenta, pero entre el intervalo que ofrecen nuestros resultados. Puesto que estas
sustancias no son hidrolizables por los acidos del estbmago pasan intactos al
intestino delgado, dénde tiene lugar la absorcion solamente de agliconas y
algunos glucésidos, mientras que el resto son hidrolizados por la microflora del
colon (Scalbert et al., 2000). Varios factores limitan esta absorcion como son: el
tamafio molecular, la solubilidad, el pKa, el tiempo de transito intestinal y la
interaccién con enzimas de la micoflora intestinal (Stahl et al., 2002). Asi pues,
el contenido de alcohol en el concentrado de cerveza podria facilitar la
absorcion de los polifenoles, pero también podria frenar su actividad
antioxidante durante un pequefio intervalo, ya que en su proceso de
metabolizacion podria interaccionar con enzimas diferentes a los del

concentrado sin alcohol.
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También, poco es conocido sobre la biodisponibilidad de las melanodidinas
pero estudios en ratas han permitido saber que se absorben a través del tracto
gastrointestinal por difusion y son captados en el higado, rifion, musculo y

eliminados por la orina.

Como hemos comentado anteriormente, la adriamicina interacciona con el
complejo | de la cadena de transporte electronico e inhibe la funcién
mitocondrial. Si tenemos en cuenta que el corazén es muy rico en mitocondrias

esto implicaria un efecto cardiotéxico (Nicolay et al., 1987; Wallace, 2003).

La incidencia con la que la adriamicina presenta toxicidad cardiaca esta
estimada segun la bibliografia en un 20% de los pacientes que reciben dosis
superiores a los 500 mg/ m?. La cardiotoxicidad que causa la ADR puede
incluso manifestarse en etapas tardias, y no desarrollarse hasta meses o afios
después del tratamiento (Wallace, 2003; Berthiaume, 2005). De hecho hay
estudios previos con mitocondrias aisladas que afirman que los efectos de la
droga persisten una vez las membranas han sido lavadas y purificadas (Solem

y Wallace, 1993; Solem et al., 1994).

Aunque existen estudios previos que prueban que todos los complejos de la
cadena respiratoria se ven afectados (Nicolay et al., 1987), nuestro grupo de
investigaciéon ha medido la actividad del complejo | o NADH deshidrogenada,
ya que este reduce la adriamicina a semiquinona, y es la primera ruta donde se
pueden formar radicales libres, como el i6n superéxido y el ion hidroxilo (De

Beer et al., 2001). Esta proteina es la primera en la cadena de transporte
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electronico, es decir, es el principal factor responsable de la fosforilacién

oxidativa.

Hemos estudiado la actividad del complejo | en las mitocondrias de higado
de rata, ya que es el 6rgano en el cual se metaboliza el alcohol, y en las
mitocondrias de corazon de rata por la cardiotoxicidad que causa la

adriamicina.

En las mitocondrias de higado observamos una disminucion en la actividad
del complejo | respecto al grupo control cuando se administra adriamicina al
animal de experimentacion. Lo que corroboran otros estudios (Praet et al.,
1988; Santos et al., 2002; Clementi et al., 2003; Ohkura et al., 2003). Cuando
los animales tratados son suplementados con cerveza, los niveles de actividad
del complejo | son similares a los del grupo control, poniendo en evidencia el

efecto protector de la cerveza tanto con alcohol como sin alcohol.

Nuestros datos indican que la adriamicina presenta toxicidad mas elevada a
nivel cardiaco que a nivel hepatico cuando las ratas son tratadas (P<0,005),
(Ohkura et al., 2003). Cuando los animales son tratados con adriamicina y
suplementados con cerveza, al igual que los tratados con cerveza solamente,
la actividad del complejo | experimenta una recuperacion, llegando a conservar
el nivel de actividad del grupo control o superarlo en el caso de que las ratas
sean tratadas con suero fisiol6gico. Esto se ha puesto de manifiesto también en

otros estudios donde se protege a la mitocondria de los efectos de la
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adriamicina con un antioxidante como melatonina, vitamina E y carvedilol

(Santos et al., 2002; Balli et al., 2004).

Ya se ha comentado que el complejo | reduce la adriamicina a radicales
semiquinonicos que en presencia de oxigeno producen radicales hidroxilos y
superéxidos. Pero ademas, este fendmeno estd relacionado con la
peroxidacion lipidica mediada también por las reacciones redox del hierro. El
hierro procedente de la ferritina reacciona con la adriamicina formando ADM-
Fe®* reduciendo el oxigeno e induciendo la formacién de radicales libres y
causando peroxidacion lipidica de la membrana (Wallace, 1986). Este hecho
puede alterar la estructura y la funcién de la membrana mitocondrial. Es decir,
el dafio al complejo | mitocondrial no solo puede estar provocado por la
presencia de radicales libres generados por la adriamicina al ser reducida sino
también por su reaccion con el hierro. Hemos de tener en cuenta que el
corazén (junto con el higado) es uno de los 6rganos donde hay mas cantidad
de ferritina, ademas de un mayor nimero de mitocondrias, y por tanto hay un
mayor dafio que es reducido con la presencia de los flavonoides y las

melanoidinas.

Sugerimos, a la vista de los resultados, que los flavonoides junto con las
melanoidinas presentes en el extracto de cerveza, captan las especies
oxigénicas y disminuyen su reaccion con la membrana lipidica y enzimas del
sistema mitocondrial. Ademas, el higado biotransforma el 90% del etanol,
cuando este se ingiere con los alimentos, la principal via de transformacion es a

través de la alcoholdeshidrogenasa que oxida el alcohol a aldehido. Este
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enzima se encuentra mayoritariamente en el higado. Existen varias isoformas.
Junto a ella tenemos la aldehidodeshidrogenasa mitocondrial que se ocupa de
la oxidaciéon del acetaldehido dando como producto final el acetato. Este hecho
podria implicar una mayor generacion de EROs y explicar una disminucion en
la defensa antioxidante, razon que explicaria porque en el higado es mas
efectivo el concentrado sin alcohol, si bién ambos tipos de cerveza son
protectores. Este fendmeno se repite en la mayoria de los parametros medidos

(Shiva et al., 2005).

Asi mismo, hemos medido también el nivel de actividad del complejo IV o la
citocromo oxidasa, de gran importancia para la transferencia de electrones si
se altera su actividad porque se irrumpe el flujo de electrones, favoreciéndose
la produccion de radicales libres. Varios articulos confirman que este complejo
es uno de los mas sensibles a la doxorubicina, y su actividad queda reducida
en un 50% sobre los valores control cuando se aplica esta (Nicolay et al., 1987;
Huertas et al., 1992). Por ello considerabamos fundamental determinar la
actividad del complejo IV, tanto en mitocondrias de higado como de corazoén.
Asi pués, observamos una disminucion importante de la actividad del complejo
IV a nivel hepético cuando las ratas son tratadas con el antibiético, debido a la
sensibilidad del complejo, (p<0,005) al igual que ocurre con el complejo I, tanto
en higado como en corazon. Cuando las ratas son suplementadas con cerveza
los niveles de actividad vuelven a la normalidad (P<0,005). En las mitocondrias
de higado, la disminucién de la actividad del complejo es patente, pero menos
obvia que en las mitocondrias de corazon, a causa de la toxicidad durante el

tratamiento de la adriamicina que podria deberse a que el higado de por si es
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un organo detoxificador, y ademas posee una mayor cantidad de ferritina, que
seria una fuente de hierro con la que podria reaccionar con el antineoplasico y
dar lugar a la peroxidacion lipidica (Praet et al., 1993; Wallace, 1986). Cuando
las ratas tratadas son suplementadas con cerveza, los niveles de actividad del
complejo IV en células cardiacas son aproximados a los valores control
(P<0,05), (Huertas et al., 1992). Si las ratas son suplementadas con cerveza y
no tratadas, la actividad de este complejo aumenta, pero muy ligeramente,
aunqgue no de forma significativa. Como se ha dicho anteriormente, el complejo
IV se ve mas afectado por el antibiético adriamicina que el complejo I. Quiza
este hecho se deba a que el complejo IV necesita para su normal
funcionamiento un fosfolipio insaturado, la cardiolipina. Este fosfolipido
insaturado es muy abundante y es el principal componente de la membrana
mitocondrial interna. Desempefia un papel fundamental en la funcion de
transporte en la membrana mitocondrial cardiaca, en su fluidez y estabilidad.
Ademas, facilita la funcidn de las enzimas bioenergéticas que se encuentran en
la membrana. La cardiolipina es mas sensible que otros fosfolipidos a ser
oxidado debido a su elevado grado de instauraciéon (Jackson et al., 2002).
Nicolay y Kruijff (1987), sugieren que el antibiotico adriamicina compite por el
mismo sitio de unién en la membrana interna mitocondrial que la cardiolipina.
Por todo ello, a la vista de los resultados, quiza los flavonoides y las
melanoidinas del extracto de cerveza puedan actuar como scavenger y
disminuyan la cantidad de especies oxigenicas reactivas, o0 bien impidan
directamente la peroxidacion lipidica de la cardiolipina. Al igual que ocurre con
el complejo I, en el complejo IV también se observa una diferencia de la

actividad en mitocondrias de higado y corazén cuando son tratadas con el
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concentrado de cerveza con alcohol. Este hecho se explica por el aumento de
la generacion de EROs al biotransformar el alcohol con la consecuente

disminucién de la defensa antioxidante (Shiva et al., 2005).

La Coenzima Q (CoQ) es un componente central de la cadena de transporte
electrénico que coexiste como forma oxidada o ubiquinona y como forma
reducida como ubiquinol. Para el mantenimiento del indice respiratorio dentro
de la normalidad se requiere una concentracién adecuada de la CoQ. Pudiendo
una ligera disminucion alterar el funcionamiento normal. Por otra parte, en los
altimos afios la CoQ ha despertado un gran interés, ya que el ubiquinol es un
eficiente antioxidante enddgeno liposoluble y su actividad como antioxidante no
solo depende de su concentracién sino también de su estado redox (Zhang et

al., 1995; Lass et al., 1999; Tang et al., 2004).

En el presente estudio hemos determinado los niveles de CoQg y CoQ10 en
mitocondrias del higado y del corazon frente al estrés oxidativo causado por el
antibidtico. La CoQjp representa solo una parte menor de la fraccion del CoQ.
La forma que mas prevalece en roedores es la CoQg, en cambio en humanos
es la CoQq. El indice de las CoQg y CoQiq varia de forma diferente segun los
tejidos. El érgano mas rico en CoQg y CoQ1o €es el corazdn, ya que es uno de

los 6érganos mas energéticos dependiente de la CoQ (Tang et al., 2004).

En nuestros resultados los niveles de CoQ disminuyen cuando los animales

han sido tratados con adriamicina. Si son suplementados con cerveza no se

observa esta disminucion. Al igual que en el trabajo de Gvozdjakova de 1999
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los niveles de las CoQ en mitocondrias de corazén, se mantienen similares a
los del grupo control al ser los animales tratados con antioxidantes y un téxico,
y disminuyen al ser tratados solamente con el toxico. En un estudio realizado,
por Valls et al., (1994) en hepatocitos de rata, se obtienen resultados similares.
En él los niveles de la CoQjio disminuyen mucho menos que los de la CoQq,
resultado que también se refleja en el trabajo presente. Esta disminucion de los
niveles de ambos coenzimas cuando son tratados con el antibiético podria
deberse, primero, a que se dafia la membrana interna de la mitocondria que
alberga la cadena de transporte eletronico debido al aumento de los radicales
libres producidos por el antibiético, con la consecuente alteracion de su
actividad. Segundo, ser consecuencia de una disminucion en su biosintesis, ya
que hay que recordar que la adriamicina dafia al ADN (Baghi et al., 1995;
Signal et al., 1997; Gerwirtz, 1999). Ante estos dos motivos los flavonoides y
las melanoidinas del extracto de cerveza podrian ofrecer protecciéon, como
captadores de radicales libres, protegiendo a la membrana mitocondrial y al

ADN.

Hay que destacar en nuestros resultados que, en mitocondrias de higado, el
aumento de las CoQ, tanto la CoQg como la CoQio, en presencia del extracto
de la cerveza sin alcohol experimenta un aumento significativamente mayor en
comparacion con la cerveza con alcohol, fenémeno que ocurre al contrario en
mitocondrias de corazén. Ello podria indicar un menor efecto protector, en el
mantenimiento de este antioxidante en el caso de este tipo de cerveza, quiza
porque el alcohol facilite su transporte, pero ademas se ha de tener en cuenta

gue las mitocondrias de corazon contienen mas cantidad de CoQio que otro
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tejido (Tang et al., 2004). También hay que considerar que el higado detoxifica
el 90% del etanol a través de tres vias, siendo la principal la ruta de la
alcoholdeshidrogenasa (ADH) y este hecho puede generar mayor cantidad de

EROs, disminuyendo asi la defensa antioxidante (Shiva et al., 2005).

Durante el proceso de la peroxidacion lipidica se forman intermediarios y
varios productos finales tales como el malondialdehido y 4-hidroxinonenal. La
actividad biologica del MDA, y otros aldehidos como el 4-HNE, incluye
entrecruzamiento con proteinas y ADN, alterando su funcion y su actividad.
Ambos productos de la peroxidacion lipidica han mostrado toxicidad en los
tejidos, el MDA puede reaccionar con grupos amino y grupos tioles. Ademas
hay que tener en cuenta que los aldehidos son mas difusibles que los radicales
libres, pudiendo dafiar a estas moléculas en lugares diferentes a los de su
origen. Si bién también los aldehidos son eliminados rapidamente por los

enzimas que controlan el metabolismo celular

Nuestro grupo de investigacion ha medido los niveles de MDA + 4-HNE y
hemos observando un discreto aumento de los valores de dichas sustancias en
las mitocondrias hepaticas cuando los animales eran tratados con adriamicina.
Los animales que ademas de tratados eran suplementados con cerveza, no
mostraban diferencias significativas con el grupo control ni con el grupo tratado
pero no suplementado. Sin embargo, en las mitocondrias cardiacas, se
producia un aumento significativo tras la administracion del antibiético, que
explica en parte uno de los efectos téxicos del antineoplasico, la cardiotoxicidad

(Chaiswing et al., 2004; Sakurai et al., 2006). Cuando los animales eran

181



DISCUSION

tratados y suplementados con cerveza, los niveles disminuian, llegando a ser

similares a los de la situacién basal.

Puesto que tanto el MDA y el 4-HNE son productos de la peroxidacion
lipidica, el extracto de cerveza podria actuar disminuyendo ésta con la
consecuente disminucion de los niveles de MDA y de 4-HNE, pero este hecho
solo ocurre en mitocondrias de corazon, siendo mas evidente cuando estas son
tratadas con el extracto de cerveza con alcohol. Que este fendmeno no ocurra
en mitocondrias de higado y soélo ligeramente en las mitocondrias de corazén,
podria ser explicado por la difusibilidad de los aldehidos, sin dar la oportunidad
a los flavonoides y las melanoidinas del extracto de cerveza de captar al MDA y

al 4-HNE (Halliwell y Chirico, 1993; Feng et al., 2004).

Por otra parte, el contenido de grupos carbonilo es usado como biomarcador
de oxidacién proteica. Su uso tiene algunas ventajas respecto de las
determinaciones de otros productos de la oxidacién, ya que se forman
relativamente pronto. La mayoria de los ensayos para la deteccion de los
grupos carbonilo implican la derivatizacion del grupo carbonilo con la 2,4-

dinitrophenylhidrazina (DNPH), (Dalle-Donne et al., 2003).

De esta forma, hemos estudiado el contenido en grupos carbonilo, como
marcador de la oxidacion proteica. De manera similar a lo que ocurre con la
peroxidacién lipidica, los grupos carbonilo aumentan significativamente en las
mitocondrias de higado (P< 0,005) respecto a la situacion basal cuando las

ratas son tratadas con adriamicina. Al ser suplementadas con el extracto de
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cerveza, los valores alcanzados son similares a los basales (Yagmurca et al.,

2003; Fadillioglu et al., 2004; Valls-Bellés et al., 2004; Yagmurca et al., 2004;).

Por otra parte, las especies oxigenas reactivas, alteran al ADN lesionandolo
con produccion de rotura de cadenas y modificacién de bases. La modificacion
de bases, es una de las lesiones mas criticas que causan los radicales libres,
ya que pueden dar lugar a la mutagénesis. La cuantificacion de la modificacion
de la base 8-oxo-dGuo se ha convertido en uno de los biomarcadores de la
oxidacion del ADN. Por tanto, también hemos determinado los niveles de la

base 8-oxo0-dGuo como marcardor de dafo al ADN.

Tras el tratamiento de las ratas con ADR se observa un incremento
significativo (P<0,05) de las bases modificadas, en el ADN de higado pero
sobre todo en el ADN del corazén (p<0,005). Estos resultados coinciden con un
estudio llevado a cabo por Muller en 1997. Cuando las ratas tratadas son
suplementadas con extracto de cerveza este incremento no ocurre, aunque era
mas evidente en el caso de la cerveza sin alcohol en el ADN del corazén
(Leighton et al., 1999; Brennan et al., 2000; Jacobson et al., 2000). Hay que
resaltar que tanto en el ADN de higado como de corazén, la base 8-oxo-dGuo
no se incrementa tras la suplementacién con cerveza y suero. Por lo tanto la
cerveza no ejerce ningun efecto dafino sobre el ADN, si bién disminuye los
niveles de la base 8-oxo-dGuo y evita que haya ADN oxidado, lo que
amplificaria el estrés oxidativo y disminuiria la expresion de proteinas
importantes como las que reparan o eliminan las bases modificadas (Rivero D

et al, 2005; Van Houten et al., 2006).
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Se acepta generalmente que la vitamina E forma parte de los componentes
que protegen a las biomembranas del estrés oxidativo. Se sabe que actia
conjuntamente con las CoQ como defensa antioxidante. También se cree que
reacciona directamente con los radicales inhibiendo la peroxidacion lipidica.
Por tanto la alteracion en la cantidad de la vitamina E contribuye a los cambios

en la funcion mitocondrial (Gille et al., 2001; Kamzalov et al., 2004).

Hemos determinado los niveles de vitamina E en su forma a-tocoferol
detectandose una disminucion cuando las ratas son tratadas con adriamicina.
La vitamina E disminuye porque actua de “scavenger”, capta a las especies
reactivas oxigenas. Ademas hay que tener en cuenta la disminucién del CoQ
gue se ve afectado por el antibiético y que actia reduciendo la forma oxidada
de la vitamina E para que pueda volver a captar radicales. Cuando se les
suplementa con cerveza los valores de a-tocopherol estdn mas elevados
(Geeth et al., 1992; Matsura et al., 1992; Kehrer et al., 1994; Gvozdjakova et
al., 1999). A partir de estos resultados se ha de diferenciar la cantidad de a-
tocoferol en mitocondrias de higado o de corazén. En ambos tipos de
mitocondrias los niveles de a-tocoferol aumentan cuando las ratas tratadas con
el antineoplasico son suplementadas con cerveza, pero en las mitocondrias de
higado tanto en las ratas tratadas y suplementadas con cerveza sin alcohol,
como las no tratadas y suplementadas, este aumento es mucho mas
significativo y recupera los niveles control. Este hecho, como ya se ha
comentado anteriormente, se debe a que el higado detoxifica el 90% del
alcohol en el cuerpo y genera un aumento de los radicales libres con una

consecuentemente disminucion o consumo de la vitamina E (Shiva et al.,
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2005). En el caso de las mitocondrias de corazén, el nivel de a-tocoferol
aumenta de manera similar a las mitocondrias hepaticas, pero no se aprecian
diferencias en las ratas tratadas y suplementadas con cerveza con o sin alcohol
(Kehrer et al., 1994). Hemos de tener en cuenta que el corazon, junto con el
resto de drganos, solo biotransforma el 10% del alcohol ingerido, por ello
aunque existen diferencias debido al alcohol en el higado, el efecto final de
ambos concentrados de cerveza, tanto con alcohol como sin alcohol es

protector.
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5.- CONCLUSIONES.

1.- La cerveza es un producto con una capacidad antioxidante global

significativa, independiente, en principio, del tipo de cerveza.

2.- La fraccion con mayor contenido de compuestos fenélicos (F3) aumenta
la viabilidad celular (LDH) y los niveles de ATP, disminuye el dafio a

macromoléculas e incrementa la defensa antioxidante (GSH).

3.- Tras la ingesta de cerveza se observa un incremento, tanto en los
niveles de polifenoles totales como en la actividad antioxidante del plasma,
gue es maxima a los 60 minutos postingesta para la cerveza con alcohol y a

los 90 para la cerveza sin alcohol.

4.- La suplementacion dietética de cerveza en el animal de experimentacion
reduce los efectos téxicos de la adriamicina en la cadena de transporte

electrénico.

5.- La suplementacion dietética de cerveza en el animal de experimentacion
reduce los efectos téxicos de la adriamicina en el dafio inducido a proteinas,

lipidos y ADN.

6.- La suplementacion dietética de cerveza en el animal de experimentacion
aumenta los niveles de «-tocoferol en las mitocondrias de higado y corazon

sometidas a estrés oxidativo.
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7.- La suplementacion dietética de cerveza, a nivel del animal de
experimentacion contrarresta los efectos cardiotoxicos y hepatotoxicos del

antineoplasico adriamicina.
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