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RESUMEN

El objetivo de Ila presente tesis doctoral ha sido estudiar
comparativamente los efectos de dietas liquidas control, de composicién
definida, conteniendo aceite de oliva o, de maiz como fuente lipidica,
respectivamente de acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, sobre el
metabolismo oxidativo de ratas. La presencia de dobles enlaces en la molécula
de un acido graso constituyen puntos vulnerables a las reacciones de oxidacién
generando los peroxidos lipidicos, compuestos potencialmente toxicos que
pueden producir graves dafios celulares (alteracion de la permeabilidad celular,
alteracion de las prostaglandinas, etc.). Frente a este dano oxidativo, los
organismos aerdbicos cuentan con mecanismos de defensa intracelulares,
sistemas antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos. Entre los

antioxidantes destaca el alfa-tocoferol como antioxidante lipofilico mayoritario.

En nuestro estudio también hemos considerado las posibles
interacciones de los productos de la peroxidacion lipidica con el DNA en higado
de ratas, a través de la induccion de la 8-oxo-2’ deoxiguanosina, un marcador
del dafio oxidativo del DNA.

Se observo que la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX), aumentaban en
el higado y en la grasa blanca de las ratas control alimentadas con aceite de
oliva al comparar con los grupos control maiz. Sin embargo, en la grasa parda
y en las células sanguineas las actividades enzimaticas presentaban una

tendencia a disminuir en los grupos control alimentados con aceite de oliva.

Cuando se estudiaron los niveles del glutation reducido (GSH) se
observé que, tanto en el higado como en las células sanguineas de las ratas
control alimentadas con aceite de maiz, los niveles de este tripéptido se habian

reducido. Sin embargo, en los hepatocitos de las mismas ratas estos niveles
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habian aumentado. Esto pone de manifiesto el efecto protector de la vitamina E

como antioxidante.

Se observd que tanto el indicador de la viabilidad celular, /lactato
deshidrogenasa (LDH), como el marcador de peroxidacion lipidica (MDA)

aumentaban en hepatocitos aislados de ratas alimentadas con aceite de maiz.

Los resultados del estado redox citosélico (NAD*/NADH) sefialan un
descenso en los hepatocitos de animales con control oliva, lo que indica un
estado citosodlico reducido, mientras que en el grupo control maiz el efecto es
en sentido contrario. Con respecto al estado redox mitocondrial, los resultados
demuestran que tanto en los animales alimentados con aceite de oliva como de

maiz la situacion hepatocelular esta dirigida hacia la oxidacion.

No se observaron diferencias significativas de dafio oxidativo del DNA,
determinado por la 8-ox0-2’ deoxiguanosina, en higado de rata alimentada con

aceite de oliva y aceite de maiz.
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ABSTRACT

The aim of the present doctoral thesis has to study the differential
effects of control liquid diets containing either monounsaturated fatty acids
(olive oil) or polyunsaturated fatty acids (corn oil) on the oxidative metabolism of
rats. The double bonds of fatty-acid molecules represent vulnerable points for
oxidation reactions which can cause lipid peroxidation. These peroxidation
products are potentially toxic and can produce serious cell injury (e.g.
alterations in cell permeability and production of prostaglandins). To prevent
cellular damage induced by oxidative stress, aerobic organisms utilize
intracellular defense mechanisms, antioxidant systems that may be classified as
enzymatic and nonenzymatic. Vitamin E (o —tocopherol), a potent lipophilic

antioxidant, belongs to the second group and acts as scavenger of free radicals.

Indeed, a possible interaction of lipid peroxidation products with DNA
has been suggested in liver rat cells. The induction of 8-oxo-2’-deoxiguanosine

(8-0x0-dG), a maker of oxidative DNA damage has been analysed.

In the present study, the status of antioxidant systems was differentially
affected by the composition and intake levels of dietary lipids. Rats receiving
olive oil with its high content of monounsaturated fatty acids were significantly
more resistant to oxidative modifications than the group maintained on corn oil
which contains a high proportion of polyunsaturated fatty acids. Olive-oil fed rats
displayed higher levels of the endogenous antioxidants superoxide dismutase,
catalase and glutathione peroxidase in liver and white adipose tissue. However,
in brown fat and blood cells, the activity of these antioxidants was slightly

decreased.

Rats which received corn-oil fed controls had lower levels of glutathione
(GSH) in liver and blood as compared to olive-oil fed controls, thereby
confirming that polyunsaturated fatty acids clearly induce lipid oxidation

products. However, increased levels of GSH were observed in hepatocytes
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isolated from these same rats fed with corn oil, indicating that vitamin E
functions as an efficient antioxidant. Moreover, these hepatocytes from corn-oil
fed rats displayed more leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and an
increase of malondialdehyde (MDA) levels as compared with those on a diet of

olive oil.

Cytosolic redox (NAD'/NADH) was decreased in hepatocytes from the
olive-oil fed controls as revealed by a reduced state, whereas in corn-oil fed
controls, the effect was towards a situation of cellular oxidation. Regarding the
mitochondrial redox state of hepatocytes, both diets olive-oil (CO) and corn-oil

(CM) produced an oxidation effect.

The possible interaction of lipid peroxidation products with the DNA of
rat hepatocytes was examined using the induction of 8-oxo-2-deoxiguanosine
(8-oxo-dG) as a marker of oxidative DNA damage. No differences were

observed between olive-oil and corn-oil fed rats in the present study.
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RESUM

En la present tesi doctoral s’ha pretés desenvolupat un estudi
comparatiu dels efectes en el metabolisme oxidatiu de les rates de dietes
liquides control de composicié definida a base d'oli d'oliva com a font dels acids
grassos monoinsaturats i, d'altra banda, oli de dacsa com a font dels acids
grassos poliinsaturats. La preséncia d’un doble enlla¢ en la molécula d'un acid
gras constitueix un punt vulnerable a sofrir reaccions d'oxidacio i generar aixi
els peroxids lipidics, compostos potencialment toxics que poden produir greus
danys cel-lulars (alteraci6 de la permeabilitat cel-lular, alteraci6 de les

prostaglandines, etc.).

Enfront d'aquest dany oxidatiu els organismes aerobis posseeixen
mecanismes de defensa intracel-lulars, com son els enzims antioxidants i les
molécules captadores de radicals lliures; entre els antioxidants destaca l'alfa-

tocoferol com a antioxidant lipofilic majoritari.

En el nostre estudi també hem considerat les possibles interaccions
dels productes de la peroxidacio lipidica amb '’ADN en fetge de rata a través de
la induccié de la 8-oxo0-2’ desoxiguanosina, un marcador del dany oxidatiu de
I’ADN.

Com a resultat es va observar que l'activitat dels enzims antioxidants
superoxid dismutasa (SOD), catalasa (CAT) i glutati6 peroxidasa (GPX)
disminuia al fetge i al greix blanc de les rates control alimentades amb oli de
dacsa en comparar-les amb els grups control oli d’oliva. No obstant aix0, al
greix gris i les cél-lules sanguinies les activitats enzimatiques presentaven una
tendéncia a augmentar en els grups dels acids grassos poliinsaturats (oli de
dacsa). Quan es van estudiar els nivells de glutatio (GSH) es va observar que
tant al fetge com a les cél-lules sanguinies de les rates control oli de dacsa els

nivells d'aquest tripéptid s’havien reduit. En canvi, als hepatocits d’aquestes
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mateixes rates aquests nivells havien augmentat, la qual cosa posa de manifest

I'efecte protector de la vitamina E com a antioxidant.

Es va observar que tant lindicador de la viabilitat cel-lular, lactat-
deshidrogenasa (LDH), com el marcador de peroxidacio lipidica (MDA)

augmentaven als hepatocits aillats de les rates alimentades amb oli de dacsa.

Els resultats de l'estat redox citosolic (NAD+/NADH) presenten un
descens als hepatocits dels animals amb control oli d’oliva, la qual cosa indica
la reduccié de l'estat citosolic, mentre que en el grup control oli de dacsa
I'efecte és en sentit contrari, cap a una situacié d'oxidacioé cel-lular. Quant a
I'estat redox mitocondrial, els resultats demostren que tant en els animals
alimentats amb oli d'oliva com en els d’oli de dacsa, la situacid hepatocel-lular

es dirigeix cap a I'oxidacio.

Pel que fa a les diferéncies quant als possibles danys a nivell d’ADN
entre els diferents tipus d'olis, no es van observar diferencies significatives de
dany oxidatiu en I’ ADN en fetge de rata, estimat per la induccié de la 8-0x0-2’

desoxiguanosina.

vi
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

La grasa de la dieta, al igual que los hidratos de carbono y las
proteinas es un importante macronutriente para el crecimiento y desarrollo del
organismo. Las grasas dietéticas abastecen el organismo con los &cidos grasos
esenciales, tales como el acido linoléico, que es especialmente importante para
que los nifios tengan un crecimiento adecuado. Ademas, la grasa proporciona
una fuente de energia y componentes hidrofébicos que son utilizados para la
sintesis de lipidos complejos.

Por otro lado la grasa dietética esta implicada en el comienzo y
desarrollo de muchas enfermedades asociadas con la accion de especies
reactivas oxigenicas (ROS), incluyendo enfermedades coronarias, hipertension,
varios tipos de cancer, tal como el de mama, préstata y colén (Steinberg et al.
1989; Curber, 1997; Gerber et al. 1997).

Sin embargo, en los paises del mediterraneo, donde el aceite de oliva
es la principal fuente alimentaria de grasa, ha menos incidente de
enfermedades cronicas cuando comparados con el norte de Europa y Estados
Unidos (Willet et al. 1995; Bautista MC. 2005). El alto contenido de acido oleico
y antioxidantes fendlicos de la fraccién insaponificable del aceite de oliva, le
hace el principal responsable de los beneficios a la salud (Wisseman et al.
1996; Visioli et al. 1998; Colomer R. et al. 2006)

En general, el dafio oxidativo es mas frecuente y mas rapido en ratas o
ratones alimentados con dietas compuestas con altos niveles de acidos grasos
poliinsaturados al comparar con aquellos alimentados con dietas ricas en
grasas saturadas (Marate et al. 2000).

Ademas, los productos de la oxidacién lipidica de la grasa han sido
responsables de ejercer efectos citotoxicos y genotéxicos en varios ensayos
usando células mamiferas (Kok et al. 1994; Drehmer et al. 1997; Solanas M et
al. 2002).
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Varios estudios de investigacion han sido llevado a cabo a fin de
obtener una mejor compresion en los procesos basicos de la auto oxidacion de
acidos grasos poliinsaturados y los efectos de la descomposicién de los
productos de la oxidacion lipidica (Halliwel et al 1999). Asi, la accidon de los
radicales libres y de las especies reactivas de oxigeno provocara la oxidacion
de las proteinas, la peroxidacion lipidica y la oxidacién del DNA, lo que
supondra, por ejemplo, la alteracién de los enzimas, de las membranas
celulares y la aparicién de mutaciones, efectos genotoxicos y carcinogénicos,
pudiéndose incluso llegar a la muerte celular o apoptosis . Este seria el cuadro
conocido como dafio oxidativo.

Por eso, una posible interaccién de los productos de la peroxidacion
lipidica con el DNA ha sido propuesta. La induccién de la 8-oxo-2’
deoxiguanosina, un marcador del dafio oxidativo del DNA (Floyd et al. 1990),
permite que se aplique el analisis de bases modificadas causadas tanto por
procesos endégenos como por mecanismos exdgenos inductores de estrés
oxidativo.

Como parte del sistema fisioldgico de defensa, se debe también a la
importante accion antioxidante de moléculas de bajo peso molecular, tal como
el acido ascérbico (vitamina C), alfa tocoferol (vitamina E); carotendides y
flavonoides que son consumidas para la prevencion del dafio oxidativo (Burton
et al. 1990; Yu 1994; Ghosh et al. 1996).

La vitamina E, que es la vitamina liposoluble mas ampliamente
distribuida en la naturaleza; de los cuales, el alfa tocoferol es la forma mas
abundante y con actividad antioxidante mas potente. Su accion consiste en
proteger las membranas celulares, plasmaticas y mitocondrial, de Ila
lipoperoxidacion, reaccionando con los radicales superéxido, hidroxilo y
peroxilo, dandoles un hidrégeno y transformandolos en hidroperdxidos lipidicos,
poco reactivos, para asi interrumpir la reaccion de propagacion de la cadena de
peroxidacion lipidica (Basu G et al. 1996).

La situacion del metabolismo oxigénico ha sido poco estudiada en este
importante problema metabdlico, que tienen relacién con una alimentacion

inadecuada en la que abundan las grasas, muchas de ellas con acidos grasos
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insaturados, y que podrian condicionar modificaciones en dicho metabolismo
oxigénico. Por eso creemos interesante estudiar cdmo se encuentran algunos
aspectos del mismo en un modelo experimental nutricional, con dieta liquida
control, a base de aceite de oliva y maiz y el eventual efecto que sobre dicha

situacién pueda tener un antioxidante lipofilico clasico, el alfa tocoferol.

1.2. LOS LIPIDOS DE LA ALIMENTACION

Los lipidos alimentarios estan constituidos por muchos compuestos
quimicos diferentes que comparten su insolubilidad en agua y solubilidad en
disolventes organicos.

Desde el punto de vista alimentario, los componentes lipidicos
cualitativa y cuantitativamente mas importantes y caracteristicos son los
triglicéridos (triacilgliceroles). Estos compuestos son ésteres del glicerol con
acidos grasos que tienen gran contenido energético: proporcionan alrededor de
9 kcal/g (38 kj/g) frente a las 4 kcal/lg (17 kj/g) que originan los hidratos de
carbono y las proteinas.

A los triglicéridos se les suele identificar propiamente como “la grasa”.
A veces, esta grasa es visible para el consumidor (mantequilla, aceite o tocino,
por ejemplo) pero en otras ocasiones no es visible, bien porque esté mezclada
con otros componentes de los alimentos o porque forme parte de tejidos. La
grasa no visible constituye obviamente un problema para la valoracion de la
ingesta lipidica.

Los &cidos grasos son constituyentes tanto de los triglicéridos como de
los lipidos complejos (glicerolipidos vy esfingolipidos) con funciones
estructurales y funcionales, ya que forman parte de las membranas bioldgicas y
modulan su actividad. Pueden también esterificar el colesterol, en otra
sustancia lipidica que forma parte de las membranas y es precursor de
esteroides hormonales, acidos biliares y vitamina D. Ademas, algunos de los
acidos grasos que entran en su composicion originan unos compuestos de gran
actividad biologica: los eicosanoides, (Mataix, J. |. Nutrientes y alimentos,
2002).
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El alto contenido energético de los triglicéridos se ha asociado siempre
con la obesidad. Mas recientemente se esta prestando atencién extraordinaria
al colesterol y los diferentes tipos de acidos grasos por su relacién con las
enfermedades coronarias, el cancer y otras enfermedades diversas. Por eso,
se preconiza la disminucion de los altos contenidos grasos en nuestra dieta
occidentalizada, asi como el equilibrio entre grasa saturada, monoinsaturada y
poliinsaturada (Wahrburg U, 2004; Pacheco YM et al. 2006).

Los &cidos grasos de interés bioldgico son &acidos carboxilicos de
numero par de atomos de carbono (fundamentalmente entre 4 y 26). Son
compuestos muy insolubles en agua y ricos en energia metabdlica. Se pueden
clasificar en cuatro grupos de acuerdo con la longitud de su cadena:

a. Acidos grasos de cadena corta (4-6 carbonos)

b. Acidos grasos de cadena media (8-12 carbonos)
c. Acidos grasos de cadena larga (14-20 carbonos)
d

Acidos grasos de cadena muy larga (22 o méas carbonos)

Dependiendo del grado de saturaciéon de la cadena de los acidos
grasos pueden ser: saturadas (sin doble enlaces); monoinsaturadas (con un
doble enlace); poliinsaturadas (con dos 0 mas dobles enlaces).

En la Figura 1 listamos los acidos grasos mas frecuentes en alimentos
de consumo habitual con sus nombres comunes o triviales;

(Mataix, J. et al .I- Nutrientes y alimentos. “Lipidos”,p.65, 2002).

Las propiedades que presentan los acidos grasos van a depender tanto
de su longitud como de su grado de insaturacion.

Asi, la longitud de la cadena hidrocarbonada es la principal
determinante del punto de fusion de los acidos grasos saturados y por lo tanto
va a determinar la consistencia de las grasas, de las que forman parte, a
temperatura ambiente. A medida que aumenta la longitud de la cadena de los
acidos grasos aumenta concomitantemente el punto de fusién siguiendo una
relacion logaritmica. El punto de fusién en los acidos grasos insaturados

desciende rapidamente por la presencia de los dobles enlaces en la molécula;
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asi el acido oleico tiene un punto de fusion de 10,5° y el del linoleico es de -5°.
(Mataix et al. 1993).

Por otro lado, los acidos grasos pueden presentar dos tipos de
"isomeria": posicional y geométrica. Esta ultima depende de la configuracion de
los atomos de hidrogeno que se encuentran en los carbonos que estan unidos

por los dobles enlaces.
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FIGURA 1: CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES ACIDOS GRASOS

NATURALES.

Nombre comun

Abreviatura

A. Acidos Grasos Saturados
Acido Butirico

Acido Capréico

Acido Caprilico

Acido Caprico

Acido Laurico

Acido Miristico

Acido Palmitico

Acido Estearico

Acido Araquico

Acido Behénico

Acido Lignocérico

B. Acidos Grasos Moninsaturados
Acido Palmitoleico

Acido Oleico w -9

Acido Erucico

C. Acidos Grasos Poliinsaturados w -6 (PUFA)
Acido Linoleico w -6

Acido Y-Linolénico

Acido Dihomo- Y-linolénico

Acido Araquidonico

D. Acidos Grasos Poliinsaturados w -3 (PUFA)
Acido alfa Linolénico w -3

Acido Estearidonico

Acido Timnoddnico

Acido Clupanodénico

Acido Clupadodnico o Cervénico

C4:0

C6:0

C8:0
C10:0
C12:0
C14:0
C16:0
C18:0
C20:0
C22:0
C24:.0

C16:1
Cc18:1
C22:1

C18:2
C18:3
C20:3
C20:4

C18:3
C18:4
C20:5
C22:5
C22:6

Fuente: Mataix, J. et al . ( 2002).1- Nutrientes y alimentos. “Lipidos”,p.65
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Los acidos grasos insaturados que se encuentran normalmente en la
naturaleza, es en general, de tipo cis. Asi sucede con los acidos linoleico,
oleico y araquiddnico, entre otros. Pero por accion de agentes fisicos - calor,
principalmente - puede producirse una isomerizacion estereoquimica, pasando
el &cido graso a frans. En este ultimo caso, la molécula es mas lineal, y las
zonas de la misma molécula, a partir del doble enlace, se encuentran en lados
opuestos. Esto no ocurre en las formas cis.

Las formas frans de los acidos grasos insaturados no se comportan
bioquimicamente como las cis, perdiendo las propiedades fisioldgicas propias y
beneficiosas de los primeros.

La mayoria de los acidos grasos saturados y monoinsaturados que se
encuentran en el organismo proceden de la dieta, o de la sintesis de "novo" a
partir principalmente de carbohidratos. Sin embargo, los acidos grasos
poliinsaturados esenciales solo pueden proceder de la dieta, ya que los tejidos
de los mamiferos y en concreto del hombre carecen de las enzimas necesarias
para su sintesis. Estos son los acidos linoleico y linolénico, precursores de los
acidos grasos poliinsaturados presentes en las células, todos los demas acidos
grasos poliinsaturados se forman por la actuacion de dos tipos de enzimas: las
"desaturasas" (que introducen dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada) y
las "elongasas" (que elongan en 2 atomos de carbono la cadena). Los
compuestos obtenidos por desaturacion y elongacion a partir de estos dos
acidos grasos, son de gran actividad biolégica y tienen gran importancia
fisiolégica, ya que forman parte de muchas estructuras cerebrales y de la retina
(Mataix, et al. 2002).

1.2.1. Acidos grasos saturados

Los acidos grasos saturados no poseen dobles enlaces y no son
esenciales en nuestra alimentacion, ya que pueden ser sintetizados por el
organismo humano, un ejemplo es el acido palmitico.

Todas las grasas de procedencia animal son saturadas, a excepcion de
las del pescado y marisco, que son poliinsaturadas. El aceite de coco y de

palma aun siendo vegetal, son ricos en acidos grasos saturados. Los distintos
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acidos grasos saturados se difieren entre si por la longitud de su cadena. El

acido palmitico (16:0) tendria como estructura:

CH3-(CH)14-COOH

1.2.2. Acidos grasos monoinsaturado.

Son aquellos que so6lo tienen un doble enlace, tampoco son esenciales
y estan ampliamente distribuidos por la naturaleza. EI mas importante en
nutricion humana es el acido oleico (C18:1 n-9) que con 18 atomos de carbono
tiene un doble enlace en el carbono 9, es el precursor de la serie n-9 y el

componente fundamental del aceite de oliva. Su estructura corresponderia:

CH3'(C H2)7'CH=CH'(CH2)7'COOH

1.2.3. Acidos grasos poliinsaturados
1.2.3.1. Acidos grasos esenciales

Cuando existen dos o mas dobles enlaces y poseen un papel
importante en el transporte de grasas y en la manutencion de la funcién e
integridad de las membranas celulares. Son precursores de los acidos grasos
mas importantes en la nutriciéon humana, no pueden ser sintetizados por el
organismo humano y por lo tanto, deben ser aportados por la dieta y son
considerados AGE (acidos grasos esenciales), (Cervera, et al. 1993; Mataix, et
al. 1993 y 2002).

Se han venido considerando AGE los acidos grasos linoleico, linolénico
y araquidonico, (Cervera, et al. 1993; Mataix, J. 2002).

En animales de experimentacién se han realizado estudios que ponen
de manifiesto como la ausencia de estos acidos grasos esenciales provoca
problemas dermatolégicos, disminucion del crecimiento y otros. En humanos
es dificil que existan deficiencias absolutas, excepto en casos de nutricién
artificial exenta de lipidos durante un largo periodo de tiempo, ya que el
organismo presenta una reserva importante de acidos grasos esenciales en el
tejido adiposo (Medina JM et al. 1996).

8
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De los tres &cidos considerados tradicionalmente como esenciales, el
acido linoleico (C18:2 n-6) es el acido graso esencial por excelencia. Tiene
importantes funciones metabdlicas, entre los que destaca ser precursor en la
sintesis de prostaglandinas. Abunda en los aceites de semilla (maiz, girasol,

soja, cartamo, germen de trigo, pepita de uva y cacahuete) y su estructura es:

CH3-(CH,)4-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,);-COOH

A partir del acido linoleico de la dieta se puede sintetizar en el higado el
acido araquidonico (C20:4 n-6), por lo que este ultimo no es esencial siempre
que exista suficiente cantidad del primero, (Cervera et al. 1993; Mataix, J.
2002).

El acido alfa linolénico (C18:3 n-3) es imprescindible para la formacién
de estructuras celulares del sistema nervioso y la retina, a parte de otras
funciones, esta presente en muchos vegetales (aceite de soja, entre otros). A
partir del mismo pueden formarse dos acidos grasos "omega 3", el acido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3) y el acido docosahexaenoico (C22:6 n-3), que
se encuentran en el pescado azul.

En una dieta rica en aceites de semillas, con abundancia en &cido
linoleico (C18:2 n-6) hara que predominen en las membranas los acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-6 y se formen sobre todo los eicosanoides de la
serie 2, (20:4 n-6), derivados del &cido araquidénico, ver Figura 1.

Por el contrario, las dietas ricas en pescado haran que predominen en
las membranas los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y se formen
especialmente los eicosanoides de la serie 3 derivados del acido
eicosapentaenoico, llevando a cabo sus funciones correspondientes.

En la generalidad de las ocasiones las cosas no son tan sencillas.
Debe recordarse que las enzimas “desaturasas” y “elongasas” tienen mayor
preferencia por los acidos mas insaturados, es decir, los de la serie n-3.

Sin embargo, las dietas occidentales, especialmente las de los paises

no mediterraneos, son muy ricas en acido linoleico. En estos casos, siempre
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habra un buen funcionamiento de la via de formacion de acido araquidénico y
de sus eicosanoides derivados (PGE,; PGl,, TXA,, LTB,).

Para que funcione mucho la sintesis de acido eicosapentaenoico (20:5
n-3) y se formen cantidades relativamente importantes de eicosanoides de las
serie 3 (PGEj;; PGl;, TXA3, LTBs) debe sustituir practicamente toda la grasa
procedente de semillas y de animales terrestres por grasa de pescado (Glew
RH, 1999; Mataix J. 2002).

Alternativamente, como ocurre con la dieta mediterranea, la sustitucion
de la grasa de semillas (n-6) por el aceite de oliva (n-9) permite un mayor
funcionamiento de la sintesis de acido eicosapentaenoico (EPA) con un

consumo moderado de pescado.

1.2.4. Consideraciones nutricionales y de salud

Las grasas desde el punto de vista nutricional, deben ser ingeridas de
manera adecuada. La gran riqueza energética de la grasa, y un exceso
alimentario de la misma, sea del tipo que sea, puede conducir a la obesidad y
sus complicaciones correspondientes (riesgos cardiovasculares), pero también
un exceso de grasa poliinsaturada puede conllevar la modificaciéon estructural

de numerosos sistemas del organismo.

1.2.4.1. Grasa de pescado

Investigaciones han puesto de manifiesto que las grasas
poliinsaturadas de la familia n-3 tienen una serie de propiedades beneficiosas
sobre distintos parametros relacionados con enfermedades cardiovasculares.
Como ya se indicd, estos eicosanoides, con actividad biolégica vasodilatadora
y anti agregante plaquetario, siendo por tanto menor la posibilidad de formacién
de trombos o coagulos dentro de los vasos, y consecuentemente la posibilidad
de obstruccion de vasos sanguineos importantes como las coronarias y las
cerebrales, (Jequier E, et al. 1999; Mataix, J., 2002).

También en los paises mediterraneos, y especialmente en Espafia y

Portugal, el consumo de pescado es importante, pudiendo justificar este hecho
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junto con otros factores dietéticos la menor mortalidad cardiovascular, en
relacion a otros paises occidentales.

Asimismo, se conoce que los leucotrienos derivados del acido
araquidonico (LTB4, LTC, y LTD,), asi como determinados hidroacidos
derivados del mismo compuesto, desempefan un importante papel en la
dindmica del aparato respiratorio y en la presentaciéon de crisis de asma. La
ingestion de pescado con el aporte correspondiente del &cido graso
eicosapentaenoico (EPA) permite la biosintesis de los leucotrienos (LTBs, LTCs
y LTDs), que presentan una menor actividad bioldgica, lo que puede contribuir a
reducir la incidencia y gravedad de las crisis asmaticas en determinados

individuos.

1.2.4.2. Aceites de semillas

En los ultimos afios se ha incrementado de forma importante el
consumo dietético de aceite de semillas ricos en acido linoleico, en los paises
mediterraneos, tras el conocimiento de sus propiedades
hipocolesterolemiantes.

No hay que olvidar que la ingesta excesiva de estos acidos grasos
poliinsaturados aumenta la susceptibilidad de oxidacion de las membranas
celulares dando lugar a compuestos de que pueden afectar a la funcionalidad
de éstas.

También es conocido que el acido araquidonico formado en el
organismo a partir del acido linoleico, da lugar a la sintesis de una serie de
compuestos biolégicamente activos del grupo de eicosanoides que podrian
afectar a la agregacion plaquetaria y por tanto favorecer la formaciéon de
trombos en las arterias y la constriccion de los vasos sanguineos,
disminuyendo la luz de éstos y agravando asi su efecto aterégeno, (Pérez —
Jiménez F et al. 2001).

11
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1.2.4.3. Aceite de oliva

El aceite de oliva tiene una capacidad antiaterégena y antitrombdgena,
que lo hace especialmente recomendable tanto a nivel de prevencién como de
medidas terapéuticas (Stark AH, 2002).

Las razones de la ventaja antiaterogena radica en que el aceite de oliva
reduce los niveles de colesterol total y colesterol —LDL comparativamente a las
grasas saturadas y de modo parecido a los aceites de semillas (Noseda G,
2005; Mesa MD. et al, 2004).

Sin embargo, consigue mantener e incluso aumentar el colesterol-HDL,
mientras que los valores de esta fraccion son menores cuando se ingieren
aceites de semillas, (Gil, A et al. 2001) .

En cuanto al efecto trombdgeno parece deberse a la capacidad del
aceite de oliva de favorecer la sintesis de eicosanoides de la serie 3, como
prostaglandina E; (PGE3;), prostaciclina I3 (PGl;3) y tromboxano A; (TXA3), e
inhibir los correspondientes de la serie 2, lo que en conjunto facilita la
vasodilatacion y antiagregacion plaquetaria (Moreno JJ et al. 2001).

Los efectos cardiovasculares descritos del aceite de oliva, permiten
explicar parcialmente la menor incidencia y prevalencia de la patologia
correspondiente en el mundo mediterraneo en general y en particular en
Espafa (Kris-Etherton PM, 1999) y (Martin Moreno JM. 2000)

1.2.5. Grasas y radicales libres

Los acidos grasos de cadena larga tienden a sufrir una peroxidacion
espontanea con génesis de radicales libres que suelen estar implicados en los
procesos oxidativos de sistemas bioldgicos. Los radicales libres influyen en la
estabilidad de las membranas celulares, su fluidez y en mantener estable los
multiples receptores de membrana.

Por tanto, la presencia de radicales sera mayor en funcion de la
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados. Por el contrario, se ha observado
que la presencia de un mayor numero de 4cidos monoinsaturados conlleva una

menor produccion de radicales de oxigeno en monocitos y macrofagos,
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reduciéndose asi el dafio oxidativo y favoreciéndose un efecto en la progresion

de lesiones arterioscleroticas (Sitori, CR et al. 1992).

1.2.6. Efectos antioxidantes

Por lo tanto, los acidos grasos poliinsaturados son muy sensibles a la
autooxidacioén por lo que requieren la presencia de antioxidantes naturales que
la eviten. Entre ellos se encuentran los tocoferoles, los 3 carotenos y los
compuestos fendlicos, (Mataix, J. ef al. 1993 y 2002).

La maxima proteccién observada después de dietas experimentales
con aceite de oliva podria ser explicada por la presencia de "antioxidantes
naturales" todavia sin identificar, ademas de la vitamina E, derivados de la
ingesta del aceite (Sastre, A., 1990). Estos estudios sugieren que el aceite de
oliva contiene antioxidantes activos, como los polifenoles, o que explicaria en
parte la evidencia epidemioldgica de lo beneficioso de la dieta mediterranea,
(Papadopoulos, G. et al. 1991; Hu FB, 2003; Trichopoulou A et al. 2003).

Los alimentos de la dieta mediterranea son la fuente principal de
nutrientes antioxidantes, vitaminas y minerales. La existencia de estos
compuestos antioxidantes obedece primordialmente, a la necesidad de auto-
protegerse de la oxidacién. Por ejemplo, la vitamina E, (Tauler P, et al. 2003;
Frank Jan, 2005), que es la vitamina liposoluble mas ampliamente distribuida
en la naturaleza, de los cuales, el alfa tocoferol es la forma mas abundante y
con actividad antioxidante mas potente (Burton G. 1990). Su accion consiste en
proteger las membranas celulares, plasmaticas y mitocondrial, de la
lipoperoxidacion, reaccionando con los radicales superdxido, hidroxilo y
peroxilo, dandoles un hidrégeno y transformandolos en hidroperoxilos lipidicos
poco reactivos, para asi interrumpir la reaccion de propagacioén de la cadena de
peroxidacion lipidica (Basu TK et al. 1996).

Otro compuesto antioxidante presente en el aceite de oliva son los
polifenoles, que contribuyen a reducir la formacion de agentes oxidantes en el
organismo, al ser capaces de captar los radicales libres, segun la reaccién
general de perder un atomo de hidrégeno y convertirse en un radical poco

reactivo, o bien formar quelatos con los iones hierro, conocidos catalizadores
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de la reaccion de Fenton que conduce a la formacién de radicales hidroxilo, y
asi inactivar la formacion de nuevas especies reactivas (Morel | et al. , 1994;
Lopez-Vélez M et al. 2003).

Por lo tanto, los polifenoles, al igual que los tocoferoles y carotendides,
desactivan las especies reactivas en sus etapas iniciales y evitan que tal
proceso oxidativo continle, es decir, son secuestradores no enzimaticos de las

especies reactivas y de radicales libres.

1.2.7. Modelo de dieta experimental

Existe una amplia variedad de procedimientos para inducir modelos de
dieta experimental en animales mediante manipulaciones dietéticas, todos ellos
destinados a conseguir un incremento de la ingesta energética de estos

animales o variando unicamente algun macronutiente, (Kanarek, et al. 1977).

En nuestro estudio hemos realizado un estricto control de los alimentos
ofrecidos a los animales de experimentacion, siendo posible calcular las
cantidades de macro nutrientes y las calidades de los mismos y asegurar el
correcto aporte de vitaminas y minerales a la dieta mediante el empleo de
"dietas liquidas control" en donde la alimentacidon se realiza Unicamente
variando el tipo de lipidos, en este caso aceite de oliva y maiz , para
posteriormente realizar un estudio del metabolismo oxigénico en diversos
tejidos.

Este es un excelente modelo de experimentacion para el estudio de
modificaciones metabdlicas asociadas exclusivamente en la modificacion del
tipo de aceite y sin depender de modificaciones cualitativas de la dieta. Se
siguié el modelo de alimentacion experimental formulado por (Estornell, et al.
1994 a-b) y cuyos trabajos e indicaciones nos sirvieron de base para
desarrollar nuestro trabajo.

El consumo de grasa en la dieta ha ido creciendo desde principios de
siglo hasta la actualidad, sobre todo en los paises occidentales desarrollados,
llegando en algunos casos a aportar el mismo porcentaje de las calorias que

los hidratos de carbono. Este aumento en el consumo de lipidos ha dado lugar
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a la realizacién de numerosos estudios acerca de la relacion entre la cantidad,
y en especial, de la calidad de la grasa dietética y ciertas patologias cronicas,
entre las que se pueden subrayar ciertos tipos de cancer y las enfermedades
cardiovasculares (arterosclerosis, enfermedad coronaria isquémica, etc...),
(Battino M. et al. 2004; Estruch R., et al. 2006). Todo ello ha conducido a que
numerosos comités de expertos de distintos paises, asi como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) hayan dado una serie de directrices acerca de los
niveles adecuados de grasa en la dieta, que esas ingestas no superen el 30%
de la energia total (t.e.), excepto en neonatos que esta recomendacion debe
ser superior. En nuestro pais se aconseja el 35% si el consumo habitual es
aceite de oliva y predomina éste en el habito culinario, (Mataix , et al. 2002 ;
Beaton, 1999).

Otro aspecto a destacar es la naturaleza o calidad de la grasa de la
dieta, es decir, el tipo y la distribucién de los acidos grasos en el conjunto del
componente lipidico.

Como se han indicado anteriormente la fraccion grasa de la dieta es la
que cada dia se asocia mas como una de las causas que contribuyen
decisivamente al desarrollo de determinadas patologias degenerativas
(Wahrburg U, 2004).

Por todo ello se comienzan a establecer las proporciones de los
acidos grasos en el conjunto lipidico de la dieta, como se indica en la Figura 2,
(Mataix J, I-Nutrientes y Alimentos,2002. p. 264).
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FIGURA 2: OBJETIVOS NUTRICIONALES PARA LA POBLACION

ESPANOLA.
Objetivos Objetivos
Nutricionales Nutricionales
Intermedios (a) Finales (b)
Grasas totales ( energia) < 35% 30-35%
Acidos grasos saturados <10% 7-8 %
Acidos grasos monoinsaturados 20% 15-20%
Acidos grasos poliinsaturados 5% 5%
n-3 2 g 4c. Linolénico
200 mg DHA
Colesterol <350 mg/dia <300 mg/dia

(@) Corresponde fundamentalmente con el percenti 75 6 25 segun la

circunstancia (favorable o desfavorable) de los estudios poblacionales de nutricidon
realizados en Espafia, o bien cuando se trata de micronutrientes a valores nutricionales

de regerencia.
(b) Objetivos nutricionales finales, de acuerdo a la evidencia cientifica actual y

en base a los valores nutricionales de referencia.

DHA: acido docosahexaenoico

Fuente: Consenso de la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria (2001).

Se recomienda que la cifra de acidos grasos saturados, no sobrepase
el 10% de la energia total de la dieta, es una recomendacion bastante
frecuente en muchos paises, aunque hay autores que proponen un nivel
inferior, del orden del 7-8%. Esto implica tener que reducir el consumo de
grasas de origen animal manteniendo aumentado las de origen vegetal.

En este sentido se indica que el acido oleico este entre 15-20% de la
energia total y los acidos grasos poliinsaturados entre 5-10%.

La recomendacion para el colesterol es de no sobrepasar los 350 mg/

diario, a fin de evitar riesgos coronario.
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1.3. METABOLISMO OXIDATIVO

1.3.1. Evolucion celular: la vida con oxigeno

El estudio de los mecanismos de accién y efectos biolégicos de los
radicales libres representa en la actualidad uno de los aspectos de la
investigacion cientifica de mayor interés dentro de las diversas disciplinas o
especialidades biomédicas.

El estilo de vida aerdbica, aunque lleno de ventajas para el desarrollo
de vegetales y animales no esta exento de una amenaza y un potencial
citotoxico al que se encuentran expuestas las células vivas desde antes de su
nacimiento. Durante el metabolismo oxidativo de las células aerobias, se
generan especies derivadas de la reduccion parcial o incompleta del oxigeno
molecular conocidas como especies oxigénicas y responsables del estrés
oxidativo .

La influencia de la dieta y el estado nutricional sobre los mecanismos
oxidativos y actividades antioxidantes es un hecho conocido, aunque quedan
importantes problemas por resolver. Recientemente se han revisados algunos
de los aspectos del metabolismo oxigenico relacionados con el papel de la
dieta, y mas concretamente con el contenido de acidos grasos y vitaminas
antioxidantes.

A pesar de su reciente desarrollo, el estudio de los radicales libres
constituye una fuente rica y esperanzadora de nuevos objetivos
experimentales dirigidos al esclarecimiento de los mecanismos de accion
citotoxica de las especies oxigénicas, la resolucion y tratamiento de diversos
procesos fisopatologicos, implicados en el mejoramiento del estado de salud. El
estrés oxidativo al que de forma inexorable se ven sometidas las células
aerodbicas es el resultado de la alteracion del balance o equilibrio entre la
produccién y accion citotdxica de los radicales libres oxigénicos y la eficacia
de los sistemas antioxidantes defensivos, especificamente desarrollados para

esta funcion.
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Los radicales libres derivados del oxigeno se definen como elementos
quimicos o especies moleculares que contienen en su configuracion electronica
un numero impar de electrones. El electron desapareado no presenta en su
mismo nivel energético apareamiento de spin. Un electrén desapareado puede
asociarse a cualquier atomo o molécula, lo cual le confiere una reactividad y
por tanto poder de interaccionar con macromoléculas (Pryor, 1976).

Al inicio de la vida en nuestro planeta, la realidad metabdlica era
diferente a la actual ya que el oxigeno molecular, tan abundante hoy en dia, era
mas bien escaso y aparecid6 como un producto de la fotosintesis de algas y
arquibactérias cianoficeas, que son considerados como representantes de los
organismos vivos mas primitivos conocidos.

De forma aparentemente espontanea, se cree que la vida surgié hace
3,5 billones de afos del conjunto de aminoacidos, nucledtidos y otros
compuestos quimicos elementales a los seres vivientes producidos a partir de
los componentes reducidos en la atmésfera primitiva mediante reacciones de
radicales libres producidos por la radiacién solar. La presencia constante de
esta radiacion ionizante suministré el ambiente propicio para la obtencion de
elementos necesarios para la superviviencia de las primeras protocélulas y
produjo cambios en éstas mediados por reacciones que implicaban distintos
tipos de radicales libres de forma mas o menos randomizada.

La evolucién de elementos celulares mas complejos se consigue,
sincrénicamente, con la seleccion y desarrollo gradual de mecanismos
defensivos contra las determinadas especies reactivas que se iban generando.
Junto a la capacidad de reparacion de componentes moleculares como el DNA
o proteinas deterioradas por estas especies, se asegura asi el mantenimiento
de actividades celulares, al mismo tiempo que se permite el establecimiento de
cambios a nuevos estadios evolutivos de las especies.

Mas tarde, hace 2,5 billones de afos, con la progresiva oxigenacion
atmosférica, resultado de la actividad fotosintética de las primeras algas verdi-
azules, aparece sobre la superficie de la tierra una nueva presion evolutiva
mantenida por la presencia de especies reactivas y decidida a imprimir

sucesivos cambios para la correcta evolucion en ambientes oxigénicos. Con el
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incremento del oxigeno atmosférico, también estuvo acompafada de la
creacion subsiguiente del ozono en las capas altas de la atmésfera, lo que al
mitigar la intensidad de la radiacion ultravioleta solar, permitioé la evolucién de
muchos organismos celulares complejos.

La presencia de oxigeno molecular sobre la superficie terrestre
produce una serie de mutaciones selectivas en estos seres, induciendo una
serie de mecanismos enzimaticos, no solo para la utilizaciéon de este nuevo
elemento molecular sino para defenderse de sus especies reactivas.

Fridowich I. 1981, concluyé que en tales circunstancias, unicamente
aquellas lineas celulares capaces de minimizar al maximo la produccion o los
efectos de estas especies reactivas, podrian sobrevivir en un ambiente cada
vez mas oxigenado. El oxigeno es actualmente el elemento mas abundante en
la Tierra (abundancia atémica del 53,8%) y su porcentaje en la atmdésfera se
mantiene en un 21% en el aire seco. Por ello estos mecanismos defensivos se
han mantenido y perfeccionado hasta nuestros dias, para seguir luchando
contra la accidon de radicales libres tanto de origen exégena, que incorporamos
constantemente, como enddégeno, que generamos como final del normal
devenir metabdlico oxidativo celular. Y asi, desde el inicio de la vida celular, se
produce un progresivo e inevitable deterioro de sus estructuras moleculares
inducidas por la accién de especies reactivas oxigénicas o no, como tributo al
estilo de vida aerdbica.

En 1939 Michaelis propuso la participacion de radicales libres como
intermediarios de las oxidaciones organicas. Durante las tres ultimas décadas
se acepto la participacién de estas especies reactivas en la mayoria de los
procesos bioquimicos de los sistemas bioldgicos, si bien, es todavia objeto de
discusion como se manifiesta, a través, de los debates en torno la quimica y
fisica de los radicales libres. La discusion es por otra parte logica en cualquier
campo de la investigacion de rapido desarrollo y evolucion como es este,
cuyos conocimientos son y han sido parejos al avance de nuevas tecnologias
suficientemente precisas y adecuadas para la identificacion de especies

moleculares dotadas, dada su alta reactividad, de una vida media muy corta.
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Y es en esa capacidad antioxidante en la que se apoyan las teorias
que relacionan las expectativas de duracion de la vida de los distintos seres de
nuestro planeta con la cantidad y perfecciéon de sus mecanismos antioxidantes,
lo que nos viene a relacionar el estrés oxidativo con el envejecimiento.

La lucha contra la oxidaciéon de los tejidos se conoce y se puso de
manifiesto en tiempos tan tempranos como en la civilizaciéon egipcia, con la
utilizacion de productos antioxidantes en el proceso de momificacion tan
perfecto por ellos utilizado. Pero no es sino a partir de los siglos XVII-XVIII
(Tabla 2) y tras los experimentos de Johan Baptista van Helmont, John Majow y
otros sobre las propiedades fisico-quimicas y biolégicas del oxigeno, aparece
una de las primeras resefas bibliograficas sobre la toxicidad del oxigeno. Esta
se atribuye al farmacdélogo Sueco Sheele quién se ocupo ya de la toxicidad del
oxigeno puro.

Mas tarde, se realizaron los primeros ensayos experimentales por
Paul Bert quien describe cuadros compulsivos generalizados que preceden a
la muerte de distintos tipos de aves sometidas a atmosferas hiperbaricas. Sin
embargo, no fue hasta hace 40 afios cuando se acepta la existencia del radical
superoxido como intermediario en la reduccion del oxigeno y como producto de
varias reacciones enzimaticas.

La concentracion de oxigeno en las células vivas va a depender de la
movilidad de éste y de la rapidez con la que se consume. Asi, la tensién del
oxigeno en sangre venosa humana es uUnicamente de 40 mmHg (53 ymol I
O,) aproximadamente el 25% del ambiental.

En algunas células eucariotas como corazén e higado hay un gradiente
de oxigeno, el cual disminuye en concentracion desde la membrana celular a la
mitocondria. Siendo el oxigeno de 7 a 8 veces mas soluble en disolventes
organicos que en el agua, de ahi que el dafo oxidativo sea mas importante en
medios hidrofdbicos es decir en el interior de las membranas.

Esto condiciona que a elevaciones de la concentracion de oxigeno se
corresponden disminuciones de la supervivencia de las especies, de forma que
en estudios donde se representa el logaritmo de tiempo de supervivencia

frente al logaritmo de presidon de oxigeno, ha aparecido una relacion
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aproximadamente lineal e inversa, para protozoos, peces, ratones, ratas o
conejos.

Ahora bien como ya hemos indicado, esta misma agresividad del
oxigeno, ha inducido el desarrollo de sistemas antioxidantes que controlan la
produccién y combaten el exceso de estas especies reactivas, en lo que se ha
llamado equilibrio prooxidacién-antioxidacién, cuyo mantenimiento es crucial
para la vida celular.

El descubrimiento de la superéxido dismutasa (SOD) por McCord y
Fridowich ante a los estudios de las caracteristicas cinéticas por Michaelis,
Greshman y Gilbert sobre el radical superdxido marcan el principio de un
campo de investigacién basado en la hipdtesis de este radical como
responsable de la toxicidad del oxigeno. La SOD es la enzima responsable de
la dismutacion del radical superéxido a peroxido de hidrégeno y como sugiere
Fridowich la presencia de esta proteina enzimatica en practicamente la
totalidad de las células aerobias puede interpretarse como el resultado de una
presion evolutiva ejercida por el incremento progresivo de los niveles de
oxigeno en la biosfera. Por otra parte, y como ha sido postulado a pesar de su
significado paraddjico, el mismo elemento que tanto necesitamos para nuestra
respiracion y nuestro crecimiento y desarrollo estd implicado como factor
etiolégico en muchas situaciones fisiopatolégicas asi como en el progresivo

deterioro y envejecimiento de los seres aerdbicos.
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TABLA 1 - VISION GENERAL DEL ORIGEN Y EVOLUCION DE LA VIDA.

(D. Harman 1986; Alan R. Liss Inc.)
( Ann. Int. Med. Davis Conference 1987)

3.5 Billones Formacion de los primeros componentes quimicos por

radicales libres inducidos por radiaciones ionizantes.

RH 6 H2S + CO2 - (hv) === CH

2.5 Billones Aparecen las primeras algas cianoficeas.
H20 -------- (hv) ===an--- 2H + 02
1.3 Billones El oxigeno alcanza el 1% de su presion atmosférica

actual. Desaparecen los procariotas anaerobicos. Los

Eucariotas se convierten en células dominantes.

Eucariotas + algas cianof. ------ plantas de hoja verde.

Eucariotas + Procariotas capaz de reducir el oxigeno a

H20 --------- reino animal.

Aparicion de animales y plantas multicelulares (Meiosis).

500 Millones El Oxigeno atmosférico alcanza el 10% de su presion

atmosférica actual. Comienza a emerger vida del mar.

65 Millones Aparicién de primatas.

5 Millones Aparicion del hombre.
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TABLA 2 - INTRODUCCION HISTORICA A LA TOXICIDAD DEL OXIGENO.

Oxigeno como un Gas J.Baptiste van Helmont siglo XVII (1577-1644)
Oxigeno componente John Mayow (1641-1679)

del aire

"Fotosintesis y res- Joseph Priesley siglo XVIiI

piraciéon " Manejo de
gases e concepto de

oxidacion.

Toxicidad del Oxige- Carl Wilhelm Sheele

no Puro.

Elaboracion de los L.Jacob Thenard (1818) siglo XIX
primeros productos C.F. Shonbeim (1840)

derivados del oxigeno.

Primeras observaciones Paul Bert (1878)
sobre la toxicidad del

Oxigeno.

Bases tedricas y cien- Michaelis (1946) siglo XX
tificas sobre la toxi- Gerschman (1954)

cidad del oxigeno.
(El radical libre oxigénico)

Radicales libres y enve- Denham Harman (1955)
jecimiento.

Reducciéon monovalente Irwin Fridowich  (1962)
del oxigeno; El radical

superoxido

Descubrimiento de la
Superéxido Dismutasa

Bannister J.V. (1996)
"Foreword" CRC Handbook of Methods of Oxygen Radical Research.
(Greenwald R.A. ed).
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1.3.2. Radicales libres y tipos de especies reactivas del oxigeno (ROS).

La lesién de los sistemas bioldgicos causado por la generacién de las
especies oxigénicas (ROS) es referido como estrés oxidativo (Sies, H., 1986),
que a su vez es el resultado de un desequilibrio entre la generacion de las ROS
y su inactivacién del equilibrio pro-antioxidacion.

Cuando nos referimos al estrés oxidativo conviene resaltar el papel
crucial del O, molecular como agente del metabolismo intermediario. Debido al
elevado potencial de reduccién del par redox oxigeno-agua los electrones
procedentes de las distintas oxidaciones metabdlicas a partir de hidratos de
carbonos, lipidos y proteinas, son conducidos mediante un perfecto sistema de
proteinas y cofactores especializados hasta el oxigeno, ultimo aceptor
metabdlico, para su reduccién a agua. Este flujo continuo de electrones hacia el
oxigeno proporciona, ademas, la base molecular para la sintesis de energia
bioldgica en forma de ATP que se consigue gracias al perfecto acoplamiento
entre el transporte electrénico y la fosforilacion oxidativa en la membrana
mitocondrial interna.

El hecho de que el oxigeno haya sido elegido por la naturaleza como
oxidante terminal de la cadena respiratoria, es debido segun George P. (1965),
a que en su estado fisico presenta una solubilidad satisfactoria en agua con las
propiedades cinéticas y termodinamicas deseables. Esta inercia del oxigeno se

puede explicar por su estructura electronica.

1.3.2.1. Reduccién del oxigeno molecular y formaciéon de intermediarios
reactivos.

El oxigeno en su estado fundamental contiene dos pares de electrones
desapareados con el mismo spin y numero cuantico. Estos son espines
paralelos confiriéndole la propiedad de paramagnetismo, es decir, impide la
entrada directa o apareamiento de estos electrones ofreciendo una restriccidon
de spin. Esto hace dificil la reduccion tetravalente para dar H,O, ya que la
entrada de dos electrones en los orbitales disponibles, obliga a un electron a

invertir su sentido de giro o rotacion sobre si mismo. Hay mecanismos para
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invertir el spin electrénico, de modo que esta restriccion de spin no sea una
barrera irremontable. El tiempo requerido para invertirlo es de un orden de
magnitud mas elevado que la vida media del complejo de colision. Por lo tanto,
la adicidn de electrones en su estado fundamental, es un proceso relativamente
lento. Otro problema es que la reduccion de un electron del oxigeno molecular

esta termodinamicamente desfavorecida.

El potencial de la reaccion de O, + e -—-—-> O, es - 0,33V.

Por lo tanto el resultado neto de esta restriccion de espines parece
indicar que la reduccion directa y completa del oxigeno molecular, mediante la
adiciéon de dos o cuatro electrones, no es un proceso favorecido, comparado
con su reduccion electronica progresiva o monovalente que da lugar a la
génesis de intermediarios altamente reactivos previa a la formacién de agua.

Sin embargo estas restricciones han sido superadas en los organismos
aerobios gracias a la induccién de la enzima oxidasa, ultimo eslabén de la
cadena respiratoria celular, que mediante un mecanismo en el que participan
cuatro centros redox, lleva a cabo la reduccion tetravalente del oxigeno hasta
agua sin liberacién de intermediarios parcialmente reducidos y altamente
reactivos.

Aunque la proporcion es escasa, ya que solo del 1-5% del oxigeno
consumido durante la respiracion mitocondrial sufre una reduccién
monovalente a radical superéxido, no debe de ser ignorado al ser en si mismo
reactivo y ademas precursor de otras especies oxigénicas por sucesivas
reducciones, y que, como es conocido poseen una elevada e indiscriminada

agresividad lesiva celular (Barquinero 1992).

e- e-+2H" e-+H" e-+H'
Oy =+=> 0" wemee>—> H Oy =oe> OH " ==-> H,0

Radical Peréxido de Radical

Superéxido  Hidrégeno Hidroxilo
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Como se puede observar, la reduccion completa de una molécula de
oxigeno requiere cuatro electrones, y durante la secuencia sumatoria de
electrones se pueden producir una serie de intermediarios que seran especies
paramagnéticas o ROS que proceden de los pasos univalentes. Son el Radical
Superoéxido, el Radical Hidroxilo, el Peroxido de Hidrogeno, que sin presentar
caracteristicas paramagnéticas, es una especie altamente reactiva.

Los radicales o especies reactivas oxigénicas se definen como
aquellas moléculas o fragmentos de moléculas que presentan un namero impar
de electrones & sea electrones desapareados en su capa energética mas
externa.

Esta propiedad de tener electrones desapareados le puede conferir al
radical una enorme reactividad quimica, que le conducira a interactuar
rapidamente con otros 4tomos o moléculas (radicales o no) con las que entren
en contacto, tendiendo a ceder este electron extra para estabilizar su orbital de
valencia (radical reductor), a aceptar un electron para estabilizar el electron
desapareado (radical oxidante), o a unirse a un radical, en cuyo caso, este
ultimo se convierte en un radical libre. Mediante estos mecanismos los
radicales libres dan lugar a reacciones en cascada con formaciéon de nuevos
radicales libres. Soélo cuando coinciden dos radicales pueden combinar sus
electrones desapareados y unirse mediante un enlace covalente, terminando
asi dichas reacciones, aunque pueden existir de manera estable compuestos
en forma de radical libre (Marquina 2000).

Los radicales son generados in vivo como productos del metabolismo
normal, teniendo en cuenta que cada célula humana metaboliza 10"? moléculas
de oxigeno por dia (Floid 1995; Jackson 2001). En el organismo pueden
crearse intra y extracelularmente, mediante mecanismos en los que estan
implicados numerosos enzimas y tipos celulares. En condiciones normales, la
inmensa mayoria de los radicales libres proceden de la respiracién aerobia y
contienen oxigeno (Halliwell 1991).

Frecuentemente se utiliza de manera equivocada el término “radicales
libre del oxigeno”, asignandosele a todas las especies reactivas del oxigeno

intermedias, incluidas aquellas formas moleculares que no son radicales. Es
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mas apropiado hablar de especies reactivas del oxigeno en lugar de radicales
libres del oxigeno, aunque esta denominaciéon también podria matizarse, ya
que como esta expuesto mas adelante, existen especies con una alta y otras
con menor actividad.

Los tipos de especies reactivas del oxigeno (ROS) y algunos de sus

precursores se muestran en la (Tabla 3).
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TABLA 3.- TIPOS DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO (ROS).

ESPECIES NOMBRE ORIGEN
10, Oxigeno singlete 3 O, Peroxidaciéon
R. Radical libre RH
ROO Radical Peroxi R + O, ROOH
HL Radical ac. linoleico H.L (ac. linoleico)
HLOO" Radical peroxi del HI + O,

ac. linoleico

HLOOH

O H" Radical Hidroperoxi 0, +H'
0" Radical Superéxido O, +e
OH Radical hidroxi H.0; , H,0
H20: Peroxido de hidrégeno 0O.", Biogeneracion
RO Radical alcoxi ROOH, ROOR
HLO Radical alcoxi del HLOOH + ¢

ac. linoleico
ROOH Hidroperoéxido ROO, 10,
ROOR Peréxido Peroxidacion
0-C-C Epoxido ROO' Insaturado

28



INTRODUCCION

Radical Superéxido (O;)

La transformacion del oxigeno en especie reactiva puede efectuarse
por reduccion monovalente de la molécula de oxigeno (Farhataziz, y col., 1977)
es decir, por captacion de un electron que tranforma este elemento en lo que
se llama una especie oxigenada activada, el anién superoxido. El peréxido de
hidrégeno en su oxidacion monovalente también genera superoxido.

Esta reduccion monovalente del oxigeno fue estudiada por (Warburg,
Battelli y Stern, 1928); posteriormente en 1946 Michaelis propuso que esta
reduccién monovalente lleva a la formacion de un radical de importancia
quimica y bioldgica, pero hubo que esperar hasta 1969 para que esta fuera
puesta de manifiesto por I. Fridovich.

El radical superoxido es producido in vivo por casi todas las células
aerdbicas (Fridovich, 1974). Dentro de las distintas evidencias que apoyan esto
estan:

- La superoxido dismutasa (enzima encargada de la metabolizacién del
radical superoxido), ha desarrollado una carga de superficie para facilitar el uso
especifico de O,” como su substrato.

- La presencia de superoxido dismutasa es importante como
antioxidante requerido para el crecimiento de aerobios evitando el excesivo
dano en el DNA por el O,. Esta enzima acelera la reacién de dismutacién del
radical superéxido cerca de cuatro 6rdenes de magnitud.

- O;" es frecuentemente encontrado como intermediario de reduccion
del di oxigeno en sistemas biéticos y abidticos.

La fuente de electrones necesaria para su generacion puede ser
endogena (enzimas celulares), o exdgenos (radiaciones ionizantes) u otros
toxicos. Sin embargo, parece ser que principalmente provienen de la fuga de
electrones del oxigeno de la cadena de transporte electrénico de las
mitocondrias (Boveris, et al. 1972; Loschen, et al. 1974; Forman, et al. 1982).
Asi se vio que en mitocondrias dafiadas se puede escapar un electron via un
radical semiquindnico (Nohl et al. 1986) de ubiquinona (UQ) (Land, et al. 1971).
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La toxicidad del radical superdxido se ve limitada por la existencia de la
enzima superoéxido dismutasa, (Fridovich, 1978) y por el otro lado por la escasa
reactividad atribuida a esta especie (Saez, G. et al. 1988; Malmstrom, B.,
1982). Sin embargo debemos tener presente que es un radical ambivalente,
pues puede servir tanto como agente reductor como oxidante. Como reductor
es monovalente con un potencial estandar E° (O,/O,)= - 0,33V. Y puede actuar
como oxidante fuerte termodinamico con un potencial EO=+ 0,87V, aunque su
reaccion es mas lenta.

Su interaccion con las biomoléculas esta marcada por su corta vida
media (10° sg) ya que espontdneamente o bajo la accidén enzimatica se
dismuta a H,O,, que facilmente se transforma por ruptura del enlace O-O 6
enlace peroxido en especies reactivas muy oxidante como el OH', lo que nos
viene a indicar, que el O, con H,O, y en presencia de metales de transicion,
como el Fe(lll) y el Cu(ll), puede dar lugar a un incremento en la produccion de
radical OH' como especie mas reactiva.

Ademas de esta activacion del oxigeno hay otra via que permite la
reaccion de este elemento con las moléculas bioldgicas y la transformacién de
estos ROS. Esta reaccion se produce mediante los enzimas del grupo de las
oxigenasas y oxidasas.

Otra caracteristica de este radical es su gran reactividad en medios
hidréfobos apréticos, que disminuye de forma importante en medios acuosos.

En un medio aprético, presenta alta reactividad, pudiendo actuar de
cuatro maneras basicas incluyendo la transferencia de electrones, substitucién
nucleofilica, desprotonacion y abstraccion de atomos de H, siendo el mas
comun en sistemas bioloégicos la transferencia de electrones, proceso
importante en los medios apréticos como las membranas celulares.

En medio acuoso, la protonaciéon del radical superéxido produce el

radical hidroperéxido como especie muy reactiva.
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Su efecto es menor al estar limitada la movilidad intracelular del
superoxido después de formado, por presentar la caracteristica de no cruzar
las membranas bioldgicas a no ser por la presencia de algin conducto aniénico
que facilite su paso. El unico ejemplo de tal canal se encontré en la membrana
de los eritrocitos (Lyon, 1978) aunque es posible su existencia en membranas
de células endoteliales vasculares.

Peréxido de Hidrégeno (H,0,)

El concepto de transferencia de hidrégeno a oxigeno con la
subsiguiente generaciéon de peréxido de hidrogeno fue propuesto hace ya 60
afios por Thunberg, Wieland y otros. Pero seria Michaelis en 1946, el que
sefald que la oxidacion bivalente de moléculas organicas tenia lugar mediante
dos reducciones univalentes.

Es el mas estable de los intermediarios de la reduccion del oxigeno
molecular, siendo el menos reactivo y el mas facil de detectar. Se genera
directamente por reduccion divalente del oxigeno molecular. Asi la adicion de
un segundo electron a O, hace que se forme el i6n perdxido, o mediante
dismutacién espontanea para formar el perdxido de hidrégeno y oxigeno

molecular.

02'- + 02'- + 2H+ """ > H202 + 02 K2= 4.5x1 05 M -1 s-1

In vivo a pH fisiologico el radical superdxido rapidamente sera
protonado para formar el H,O, (Halliwell, 1984) mediante la acciéon de la
superoxido dismutasa.

La concentracion estimada del perdxido intracelular varia de 10° - 107
M y se mantiene en equilibrio por la accion enzimatica de Glutation Perdxidasas
(GPx) y Catalasa (Cat.) con Km de 10°M y 10 M respectivamente. La GPx
elimina el H,O, producido a ritmo bajo, mientras que la catalasa actua
preferentemente cuando la produccién es mayor (Freeman, 1985).

31



INTRODUCCION

Los niveles equilibrados de H,O, en el citosol pueden permetir su
salida al liquido intersticial ya que las membranas biolégicas son altamente
permeables, con una constante de permeabilidad de 0,2 cm/min. para las
membranas perixosémicas y de 0,04 cm/min para las de los eritrocitos, lo que
significa una permeabilidad similar a la del agua.

Su toxicidad no esta bien delimitada y hay quien la confiere toxicidad
directa y quien opina que se trata de un intermediario hacia el hidroxilo y asi
algunas bacterias y células se afectan por concentraciones micromolares de
H,O,, mientras que otras bacterias y algas fotosintéticas generan vy liberan
grandes cantidades de este elemento (Halliwell, 1990). La variabilidad de su
accion dependera de la presencia de enzimas catalizadores y de su velocidad
de conversion en radicales reactivos, y asi su capacidad de reaccionar con el
radical superéxido o con los iones metalicos como el Fe (II) o el Cu (l) y otros
agentes reductores que lleva a la peroxidacion del radical hidroxilo.

El perdxido de hidréogeno puede actuar como reductor u oxidante en
distintas condiciones y asi actua de reductor sobre el Cu de la SOD o el Fe del
Citocromo ¢, y como oxidante actuando sobre el Citocromo c¢ reducido y
oxidandolo con la produccién de radicales hidroxilo.

Una reaccion similar ocurre con la superdxido dismutasa reducido

llevando a la inactivacion de éste (Bray, 1974).

Radical Hidroxilo (HO)

De interés particular entre las especies activadas del oxigeno es el
radical hidroxilo el cual se genera por las reacciones de Haber-Weiss,
radiaciones ionizantes y presumiblemente en los procesos metabdlicos
normales o patoldgicos.

Fenton fue el primero en proponer la existencia de un radical hidroxilo
en 1984 y sugirid que se formaba como producto de la oxidacion de Fe*? por
parte del peréxido de hidrégeno. Estas reacciones tipo Fenton, que conducen a
la produccion de radicales hidroxilo, requieren al radical superdxido y al

peréxido de hidrégeno como precursores y un catalizador intermediario, tal
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como un metal de transicidn, éste es reducido por el superdxido y reacciona

posteriormente con el peréxido de hidrégeno para producir HO :
Fe* + 0y ------ >Fe'?+0, (1)
Fe'? + H,0, -----> Fe** + HO  + HO'

La catédlisis de estas reacciones in vivo, se han demostrado con
quelantes de hierro-ADP o hierro ATP y acido picolinico, con hierro libre en
distintos fluidos biolégicos y con hierro asociado a la transferrina lactoferrina o
ferritina.

La generacién de radicales hidroxilo a partir de Fe 6 Cu con peroxido
de hidrégeno estan racionalizadas en término de secuencias de reaccion
descritas anteriormente y dan como balance neto la reacciéon de Haber-Weiss
(Halliwell, 1986):

0O, + H,0; ----> O, + HO" + HO

La reaccion también puede producirse con otros metales, aunque como
hemos comentado el ion ferroso es el mas abundante y puede ser aportado por
la transferrina, lactoferrina, ferritina o hemoglobina y su frecuencia dependera
de la disponibilidad celular de metales de transicién para catalizar el H,0O,,
aunque la misma reaccion puede ser catalizada por otros metales como el
Cobre reducido y por los quelantes del Fe y Cu (Aust, 1985; Halliwell y
Gutteridge, 1986). Otros metales también pueden catalizar cuando encuentran
el ligando oportuno, como el Niquel al unirse a la histidina de pequefios
oligopéptidos (Inoue y Kawanishi, 1989) o a la histidina aislada (Datta, et al.
1991; Kasprzak, 1991).

Parece claro que estas reacciones son un mecanismo fundamental de
formacion de radical OH" a partir del O,", ya que como vemos éste se dismuta

rapidamente formando H,0,, de modo que cualquier reacciéon que produzca
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O, , producira en ultima instancia OH a menos que exista algun sistema que lo
evite.

El radical hidréxilo es el mas reactivo entre las especies oxigénicas
conocidas y sus implicaciones en los efectos bioldgicos de las radiaciones y
otros fendmenos bioquimicos han hecho del mismo, el centro de interés en el
estudio de la toxicidad del oxigeno, razon por la cual sigue siendo
extensamente estudiado.

Ya propuesto por Van Hemmen y Meulin y posteriormente por Halliwell
y Gutteridge, 1990, se postula que la lesién bioldgica causada por los radicales
superoxido y perdxido de hidrégeno mediada por la formacion de radicales
hidroxilo depende del sitio donde se encuentra los metales cataliticamente
activos en la reaccion de Haber-Weiss. Si estan unidos a lipidos de membrana
iniciara la peroxidacién de lipidos y si esta unido a DNA habra modificacion de
bases o rotura de cadena, dependiendo del grado y localizacién en regiones
mas o menos fragiles de esta reaccion.

Uno de los efectos mas inmediatos del ataque sobre los sistemas
biolégicos, es la peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo, que
localizada sobre los lipidos de las membranas celulares, una vez iniciada toma
forma de "cascada" de produccién de radicales libres, que lleva a la produccién
de otros peréxidos, a partir de los acidos insaturados (Cohen, 1974; y Halliwell,
1984).

Como vemos en la Tabla 4, la peroxidacién lipidica se inicia por lo
general, tras la abstraccion de un atomo de hidrégeno de la cadena
hidrocarbonada de los acidos grasos insaturados, en su estructura
divinilometano. A este momento iniciador siguen una serie de reacciones de
propagacion y ramificacion para finalmente dar a especies mas estables y
medibles como el Malondialdehido (MDA).

Existe un acuerdo general sobre el hecho de que la peroxidacion de los
lipidos de las membranas celular y mitocondrial son los causantes principales

de los efectos citotdxicos (Halliwell, 1984).

34



INTRODUCCION

TABLA 4: PEROXIDACION LIPIDICA.

Iniciacién LH ---e-e-e- iniciador ---- L
Propagacion L + Oy ~=m-memme- LOO

LOO + LH -------- LOOH + L’
Ramificaciones LOOH ----===nn==-- LO +OH"
Final LO +LO" -------- LOO" + LOO" -----Etano,

Pentano, Malondialdehido, etc.

LH: acido graso insaturado. L: Radical alil. LO™: radical alcoxil. LOO™: radical

peroxil. LOOH: hidroperdéxido.

1.3.2.2. Concentraciones intracelulares de peréxido de hidrégeno y anién
superoxido.

Se ha estimado que las concentraciones en estado de equilibrio en la
célula hepatica aerdbica son de 1072 10™" M de O, y de 10° 107 M H,0, . El
radical OH es consumido cerca de sus sitios de produccién y su vida media
intracelular es de 107 sec. (Chance, 1979).

El nivel del anion superdxido, se mantiene en equilibrio por su enzima
metabolizante superdxido dismutasa, mientras que los niveles de perdxido de
hidrogeno menos reactivos estan regulados a concentraciones 3 ordenes de
magnitud superior 107 y 10°° (Oshima et al. 1973). Las fuentes de produccion
de estos estan moduladas por una serie de mecanismos fisiologicos vy
bioquimicos, como pueden ser el suministro de oxigeno o de sustratos.

La fuente de electrones para la formacién del radical superdxido puede
variar con la concentracion de los enzimas, los distintos tipos de células, asi

como la disponibilidad de sustratos y cofatores; por lo tanto, la cantidad de
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fugas y velocidad de produccion del radical superéxido se incrementa con la
concentracion de O, (Boveris, et al. 1971).

Casi todas las células eucariota estan perfectamente protegidas contra
el peréxido por medio de dos sistemas enzimaticos que son la glutatién
peroxidasa y catalasa con km de 10° M y 10° M respectivamente. La glutation
peroxidasa elimina el perdxido de hidrogeno producido con los ritmos bajos
normales de produccién, mientras que la catalasa adquiere mayor importancia
cuando la disponibilidad de peroxido de hidrégeno es mayor (Freeman, 1985).

Tanto catalasa como glutation peroxidasa desempefan importantes
funciones metabdlicas en el control de la concentracion de peroxido de
hidrégeno a niveles diferentes y en partes diferentes de la célula. La catalasa
es efectiva como una valvula para tratar de eliminar las grandes cantidades de
peréxido de hidrogeno que puedan ser generadas en los peroxisomas. La
glutation peroxidasa es capaz no solamente de utilizar hidroperéxidos sino
también de metabolizar el peréxido de hidrogeno en el citosol o compartimiento
mitocondrial. La compartimentalizacién facilita su colaboracion efectiva en el
metabolismo del peroxido de hidréogeno; cada enzima sera principalmente
responsable de la descomposiciéon de perdxido de hidrégeno generado en el
sitio celular donde la enzima esta localizada. Sin embargo, se ha visto que la
adicion de glicolato a los peroxisomas de higado perfundido activa la glutation
peroxidasa. Esta respuesta podria indicar la presencia de glicolato oxidasa
citosdlica o la existencia al menos de gradientes intracelulares minimos de
peréxido de hidrégeno desde los peroxisomas al citosol.

Los niveles en equilibrio de perdxido de hidrégeno en el citosol pueden
permitir a una porcion difundirse de la célula al fluido intersticial y
subsecuentemente hasta a la sangre. Tal difusion provee un eficiente
mecanismo de defensa para estos érganos bajos en catalasa, tales como
cerebro, pulmén y corazén o esos otros con ausencia de glutation peroxidasa
como musculo. Las membranas bioldégicas son altamente permeables al
peroxido de hidrégeno, siendo la constante de permeabilidad de 0.2 cm/min
para las membranas peroxisémicas y 0,04 cm/min para la de eritrocitos,

pudiendo ser comparada con la constante de permeabilidad del agua en una
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alta variedad de membranas celulares, cuyo rango va desde 0.02 a 0.42
cm/min. La permeabilidad de la membrana de los eritrocitos para el peroxido de
hidrogeno es mayor que para muchas moléculas no electrolitos.

El radical hidroxilo ocupa un estado de alta energia, lo que lo hace
altamente reactivo siendo capaz de reaccionar con biomoléculas, como
azlcares, aminoacidos, lipidos y DNA, en un orden de 10° - 10" M' s™,
(Buxton, et al. 1988) y su vida media es extremamente corta . Unicamente
puede difundir de 5% dm desde su sitio de formacién hasta donde reacciona;
de ahi la importancia de los lugares especificos donde se forman éstos
radicales hidroxilo.

Estos niveles de radical hidroxilo se pueden ver alterados "in vivo" por
distintas rutas o mecanismos: reacciones de Fenton, interaccion radical-
peréxidos organicos.

En relacibn con la catalisis metédlica, se ha sugerido que la
decompartimentalizacion de metales pesados como el hierro, de aquellos
lugares de unién en los que su habilidad para catalizar la produccion de
radicales libres estaria inhibida, es un factor importante ya que éste podria ser
transportado y alcanzar lugares criticos de reaccion donde la produccion del
radical hidroxilo fuera bioquimicamente viable. Dicha decompartimentalizacién
o liberacion podria ser, a su vez, inducida por la accién de drogas, xenobidticos
toxicos o incluso virus como ha sido propuesto para explicar el efecto téxico de
la hidroquinolina (Wilson, R.L. 1977 y 1979).

Por lo tanto la concentracién de estas especies oxigénicas se puede
ver alterado por la presencia de metales de transicidon donde éstos pueden
tener un efecto dual en los biosistemas.

Por un lado como protectores contra el dafo por radicales superoxido
(Borg, 1989).

L-CU? + 0, eceee >L-CcU' +0,

L-CU" + 0;" + 2 Ht —eemmemeee > L-CU? + H,0,
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El efecto protector es debido a la abstraccién de un protén del radical
superoxido catalizado por algunos ligandos de cobre a través de un mecanismo
"Ping-Pong", analogo a la reaccion de la superéxido dismutasa.

Esta influencia de los metales de transicion puede tener relevancia en
condiciones tales como la hemorragia, la hemdlisis y muerte celular, ya que ello
conlleva a la destruccion de estructuras y la consecuente liberacién de metales
de transicion al medio.

Por otro lado pueden tener efectos toéxicos, al actuar como
catalizadores (Tabla 5) del dafio oxidativo, al llevar a cabo la produccion de
radicales hidroxilo, que se pueden generar tanto lejos como cerca de la diana
bioldgica donde servirda como un ligando efectivo. Asi la estéreo y regio
selectividad de produccion de radicales hidroxilo en la vecindad del DNA puede
controlar el tipo de quimica observada. Siendo el radical hidroxilo el Unico oxi-
radical que presenta reacciones termodinamicamente favorables en la
interaccion con el DNA, es comprensible la alteracion de las bases
nucleotidicas mediante la abstraccién o adicién de atomos de hidrégeno de su
estructura y consecuente modificacion oxidativa de la misma.

Aunque otros oxi-radicales de interés biolégico, tales como los
radicales alcoxil y peroxil son especies electroliticas, el OH" ‘parece ser el
radical-oxi mas electrofilico con una elevada propensién a ambas adiciones y
extracciones. La expresion de uno u otro efecto puede relacionarse con las
propiedades cinéticas de los metales ligandos, como las concentraciones en

estado de equilibrio de las especies requeridas de oxigeno.
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TABLA 5.- PARTICIPACION DE METALES DE TRANSICION COMO

CATALIZADORES.
SUPEROXIDO (0;") Fe/Cu
-------------------- > R. HIDROXILO (OH)

PEROXIDO DE HIDROGENO

(H202)

Fe/Cu

PEROXIDOS LIPIDICOS = = smeemececemceeeeeeed) > R. ALCOXI Y PEROXI

(ROOH) (RO) (ROOy)

Fe/Cu mas O,
TIOLES (RSH) > R.TIOL (RS), (02)
(H202), (OH)

Fe/Cu mas O,

NAD (P) H > NAD(P), (O2")
(H202) Y (OH')

CATECOLAMINAS Fe/Cu mas O, (02), (H.02), (OH)

QUINONAS Y OTRAS >

MOL. OXIDABLES SEMIQUINONAS Y R. EQUIVALENTE

1.3.2.3. Produccion de ROS en los distintos biosistemas.

Conocido es y desde hace tiempo, el papel regulatério que juega el
oxigeno en los procesos metabdlicos, pero la especificidad de su accién no se
entendié hasta que reacciones bioquimicas y fisiolégicas de anoxia e hiperoxia
fueron examinadas desde el punto de vista de la activacion del oxigeno, lo que
llevo a reconsiderar procesos en los que se producen radicales oxigénicos y
que tipo de participacion poseian en estos procesos de las células vivas.

Actualmente la atencion cientifica o experimental esta desplazada

hacia la inhibicion de los procesos de ROS como paso previo a la prevencion
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de aquellos procesos fisiopatologicos donde los ROS juegan un papel
importante in vivo y la prevencion de varias enfermedades en las cuales juegan
un importante papel (Hinder,y col. 1991).

Como ya hemos mencionado, los ROS pueden generarse a partir de la
reduccién monovalente del oxigeno, siendo la fuente de electrones endégena o
exogeno. Ahora bien, esta adicidén electronica puede generarse en estos
sistemas bioldgicos, durante reacciones de tipo enzimatico como no

enzimatico, como veremos.

Produccion enzimatica

Una gran variedad de enzimas, sencillos o complejos, al implicarse en
el metabolismo celular, pueden transferir electrones al oxigeno, dando lugar a
la formacién de radicales, y asi la produccién de radical O, y H,O, pueden ser
originados como resultado normal de la accién catalitica de diversas enzimas
del metabolismo intermediario. La generacién de uno u otro por las mismas
enzimas y la produccion neta, sera el resultado de las distintas condiciones y
composicion del medio.

Ejemplo de ello son las reacciones catalizadas por las enzimas xantina-
oxidasa y aldehido-oxidasa, ambas son flavoproteinas que contienen FAD,
centros con Fe-S y Mo que pueden sufrir ciclos de oxidorreduccion donde el
oxigeno molecular es un substrato oxidante eficiente llevando a la produccién
de radicales superdxido y peroxido de hidrogeno (Kellog, et al1975) y la
proporcién con que se produce cada uno de estas especies oxigénicas va a

depender del pH y PO, .

xantina oxidasa

xantina + H,0 + Oj -----------mneeee > acido urico + O, (o H,0,)

Las reacciones enzimaticas en las que se ha demostrado la presencia
de radicales superdxido son numerosas y de naturaleza variada. El O, es el
substrato de oxidasas y oxigenasas dependiendo de si su reduccion ocurre por

la abstraccion de un electron de un substrato (oxidasas) o al menos
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parcialmente por interaccion del electron con un substrato (incorporacion O,
por oxigenasas). Capaces de tomar un atomo de hidrogeno a ciertos
compuestos organicos rompiendo de este modo un enlace covalente y
transformando las moléculas poco reactivas en radicales libres prontos a
reaccionar con el oxigeno. Oxidasas y oxigenasas son proteinas conjugadas,
en cuyos grupos prostéticos aparecen flavinas, Cu y Fe. La actuacion de estos
grupos prostéticos como flavinas facilita a la enzima los factores necesarios

para superar la inercia cinética del oxigeno, de varias formas:

- Primero, mediante una oxidacién monovalente de una flavina
reducida, que produce un radical flavin, conservando el spin cuando el aceptor

es el oxigeno molecular.

- En segundo lugar las flavinas poseen un bajo potencial de reduccion,

lo que dificulta su misién pro-oxidativa.

Otras oxidasas e hidrolasas son inhibidas por la superoxido dismutasa
lo que sugiere que el radical superoxido es un intermediario enzimatico en los
mecanismos de transferencia electronica como en el caso de la galactosa
oxidasa, triptofano dioxigenasa y citocromo P-450 oxidasa.

La reduccion monovalente del O, también es llevada a cabo por
NAD(P)H oxidasas unidas a la membrana de granulocitos o macréfagos
(Forman, et al. 1980; Gabig, et al. 1978).

NADPH + 2 Oy ===msemmmnne >NADP* + 20, +H"
Refiriéndose al peréxido de hidrogeno bajo determinadas condiciones
de pH, concentracion de sustrato, etc, puede ser el producto final de reacciones
catalizadas por enzimas como urato oxidasa, enzima peroxisomal que lo

genera durante la conversion de urato a alantoina.

Urato + H,0 + O, -====-n-n--- > alantoina + H,0, + CO,
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D-amino acido oxidasa, enzima también peroxisomal genera perdxido

de hidroégeno:
D-amino acido oxidasa

D-RCHNH,COOH + H;0 + O -==-menmenmenn- > RCOCOOH + H,0, + NH;3

Al igual que la glicolato-oxidasa, L-hidroxiacido-oxidasa y monoamino-

oxidasa.

Entre las oxigenasas, nos interesan especialmente las Ciclooxigenasa
y lipooxigenasas que generan H,O, durante su accién en la via del Ac.

Araquidoénico , (Cross et al. 1987).

Produccién no enzimatica

Implica la autoxidacion de determinados componentes celulares vy
extracelulares, como quinonas (Misra, 1972), catecolaminas y otras hormonas
(Cohen, et al. 1974), autoxidacion de tioles (Saez, et al. 1989), leucoflavinas
(Ballon, et al. 1969), hidropterinas (Misra, 1971), hemoproteinas, como la
oxihemoglobina, considerada fuente importante (Misra, ef al. 1972),
aminoacidos y metales de transicidon, que en las metalproteinas implican las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Bannister, et al. 1982).

La mayor fuente de produccién de ROS en células intactas parece ser
debido a la autoxidacion de componentes reactivos quimicos producidos
durante procesos de reduccién asociados con la cadena de transporte
electrénico y microsomal (Cadenas, 1977; Chance, 1979;). El transporte de
electrones a través de la cadena respiratéria mitocondrial implica la reduccion
secuencial de flavoproteinas, ubiquinona y citocromos mitocondriales. Aunque
son dos los electrones transferidos desde el substrato a la cadena respiratéria
la reduccion de la ubiquinona ocurre por la transferencia de un simple electréon
para generar la ubisemiquinona que en gran parte sera reoxidada por el
complejo del citocromo b, pero parte puede reaccionar con el oxigeno

molecular para generar radical superéxido (Cadenas, 1977). El anion
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superoxido es el radical primario producido seguido por la produccién
secundaria de otros radicales por dismutacién enzimatica o espontanea.

La generacion de H,O, suele producirse en los perixosomas,
produciendo una molécula de H,O, por cada 2 de Carbono en el metabolismo
de los acidos grasos (Cross et al. 1987).

Debe de ser destacada la produccion de radicales hidroxilo en las
reacciones de algunas metaloproteinas reducidas con H,0, (reaccion de
Fenton), y si el reductante es el radical superdxido, es una reaccion de Haber-
Weiss (Bannister, 1982).

Otra fuente de ROS son los generados a partir de compuestos
organicos como:

- Los peroxidos generados enddgenamente como el perdxido de
hidrogeno (H,0O,) o hidroperéxidos (ROOH). Estos compuestos peroxy pueden
ser reducidos por las reacciones de Haber-Weiss en las cuales el ion ferroso y

algunos de sus complejos actuan como donadores de electrones:
H,0, + Fe (ll) ------- > OH + OH" + Fe (lll)
ROOH + Fe (Il) ------ > RO+ OH + Fe (lll)
Estas reacciones son relativamente rapidas con una k= 1.10° M sy
no requieren una elevada concentracion de Fe (ll).
- Los radicales con un carbono activado, como son los radicales

desoxiribosa generados en la reaccién con el radical hidroxilo:

drR + OH' -e-eneev >dR (H) +H0,
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Produccién exégena

En cuanto a la produccion exdgena, se refiere esencialmente a la
aparicion de ROS durante la oxidaciéon de drogas en general, como el
paracetamol y otros xenobioticos como el tetracloruro de carbono, paraquat,
diquat aloxana y antibiéticos tumorales de estructura quinénica como la
adriamicina, rifamicina, daunomicina, menadiona, capaces de instaurar ciclos
de oxido-reduccion dando lugar a la produccion de varios tipos de radicales
organicos (Frenkel, K. et al. 1989; Trush, M., et al. 1991).

La génesis de estas especies ha sido relacionada con la aparicion de
los efectos adversos asociados, por ejemplo con los tratamientos
quimioterapicos. Otros factores ambientales como humo del tabaco,
radiaciones ionizantes (Bertsche, V., 1984), la luz solar, asi como compuestos
que oxidan grupos tidlicos han sido referidos como importantes fuentes

potenciales de radicales libres.

Produccién intra y subcelular

Como ya hemos visto, la produccion de ROS durante el metabolismo
celular es muy variada tanto en cuanto a los lugares de produccién como a los
mecanismos implicados.

El citosol (Chance, 1979), las mitocondrias (Loschen,G., et al. 1974) y
los perixosomas (De Duve, 1969) son los organulos celulares mas importantes
en la produccién del radical superoxido y peroxido de hidrogeno. La
produccion por estos organulos puede variar con la concentracion de enzima y
la disponibilidad de substratos y cofactores (Boveris, et al. 1972).

El peroxido de hidrégeno puede atravesar las membranas bioldgicas y
O," pueden difundir a distancia desde el sitio de produccién (Pryor, 1986);
consecuentemente la generacién de radicales por los compartimentos
subcelulares pueden tener consecuencias para la viabilidad de la célula. La
contribucion al pool oxidante celular es modificada por los procesos
enzimaticos como la dismutacion del radical superdxido por la superéxido
dismutasa mitocondrial y citosdlica y la liberacién del peroxido de hidrégeno por

la catalasa en peroxisomas y por la glutation peroxidasa en el citosol.
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En el citosol se ha encontrado, que parte del H,O, producido
(aproximadamente el 5% del total celular) se debe a la accién de la xantina
oxidasa (Xo) y la del aldehido oxidasa (Alo). La contribucion por parte de la
xantina oxidasa esta verificado por la acumulacién de su producto, acido urico,
observado en homogenados después de la separacién de la uricasas
peroxisémicas. La produccién debida a sustratos endégenos en higado de rata
perfundido comparado con higado in situ sugiere que substrato extrahepaticos
también contribuyen a la produccién de peréxido de hidrégeno.

La velocidad de generacién de ROS por la mitocondria es dependiente
de la presion parcial de Oxigeno y asi en condiciones de presion de oxigeno
normal, la cadena respiratéria mitocondrial, produce H,O, y O,” en proporcién
del 1-4% del oxigeno total consumido, la cual se incrementa linealmente con
los incrementos de la presion parcial de oxigeno. Un aumento en la media de la
presion de oxigeno al nacer puede incrementar in vivo el radical superdxido y
peréxido de hidrégeno por la cadena respiratoria.

De tal manera es asi, que diversos estudios bibliograficos han podido
demostrar que en situaciones normoxicas la producciéon de O, justifica el 1-2%
del consumo de O, por la mitocondria. Mientras que en medios hiperéxidos la
mitocondria puede contribuir hasta un 25% de la produccién de todos los ROS
por el pulmdn, observacion que es congruente con la respuesta histologica, es
decir agrandamiento de la mitocondria e hinchazon de su membrana interna
que se observa en los comienzos de la lesion por oxigeno en los pulmones.

Como ya hemos destacado, es importante el papel jugado por la
cadena de transporte electronico en la generacion oxidativa, demostrandose un
incremento de la produccién de O," tras el aumento del H,O, despues de la
adiciéon en mitocondrias aisladas de varios substratos metabolizables (Boveris,
1973).

El uso de inhibidores tales como antimicina A o cianuro que bloquean
la transferencia de electrones en la cadena respiratoria llevan a un aumento en
la concentracién de intermediarios reducidos resultando en un incremento de la
velocidad de produccién del radical superdxido. Este hecho se ve apoyado por

la medida de la produccion de perdxido de hidrogeno por mitocondrias con y
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sin deplecién de ubiquinona, comprobandose que es la reaccion que produce
mayor cantidad de radical superéxido (Boveris, 1973).

Como ya se ha mencionado el radical superdxido puede también
generarse por autoxidacion de flavoproteinas deshidrogenasas reducidas en la
cadena mitocondrial, aunque este mecanismo parece ser cuantitativamente
menos importante que la reaccién de la ubiquinona (Chance, 1979).

Las membranas mitocondriales son las fuentes fisiolégicas de
peréxido de hidrégeno, ya que particulas submitocondriales, obtenidas por
sonicacion o tratamiento alcalino, muestran produccién de cantidades
importantes de esta especie por unidad de tiempo.

La velocidad generadora mitocondrial de H,O,, depende primariamente
de su estado metabdlico y asi, en condiciones fisiolégicas, la generacion es
elevada y se caracteriza por el alto grado de reduccién de los transportadores
de la cadena respiratéria , en especial el ADP. En mitocondrias de higado de
rata se ha visto que en presencia de substratos como el NAD o el succinato, se
generan aproximadamente de 0,3-0,6 nmoles H,O,/min por mg de proteinas, lo
que representa un consumo de un 2% del oxigeno total utilizado.

Por otra parte y en cuanto a la relacion estrecha entre H,O, y O,", se
ha visto en estudios realizados con particulas submitocondriales de corazén de
rata, que la formacion de superoxido como producto primario de la reduccion
del oxigeno, se produce directamente en la cadena respiratdria.

En presencia de succinato y antimicina A, estas particulas liberan SOD,
generando H,0,, indicando que el superoxido es en efecto un precursor
estequiométrico del peréxido mitocondrial.

Por consiguiente, la membrana mitocondrial debe producir cerca de 24
nmoles de superdxido /min/gr de tejido con un cociente O,/ H,O, de 1,5-2,1.
La produccién de H,O, va ligada al exceso generador de O,” para mantenerlo
en un nivel intramitocondrial aproximado de 8x107'°M.

En un intento de identificar la fuente de equivalentes reductores para la
generacion del anion superoxido, se inhibid la succinato deshidrogenasa, por

tratamiento alcalino. Como resultado se observd que NADH-ubiquinona
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reductasa y ubiquinol-citocromo c¢ reductasa, ambas con un componente

comun la ubiquinona dan lugar al radical superéxido y peréxido de hidrégeno.

1.3.3. Acciones de las especies reactivas del oxigeno.

Como normal atributo de la vida aerdbica, el dafio estructural a
componentes organicos es de una gran variedad (DNA, proteinas,
carbohidratos y lipidos) lo cual puede ocurrir como una consecuencia de
reacciones de oxidacién, y se define como la relacion entre
prooxidante/antioxidante balanceado en favor de la formaciéon del primero
(Sies, 1986).

El fendmeno de la toxicidad del oxigeno fué propuesto hace mas de un
siglo por Bert al objetivar convulsiones en animales sometidos a presiones de
oxigeno de 2 a 3 atmdsferas, siendo posteriormente Gerschman et al.. los que
implicaron a los ROS en la toxicidad tisular de los Rayos X y del oxigeno.

Diversos procesos biolégicos como inflamacion, carcinogénesis,
envejecimiento, dafio por radiacion y efectos fotobioldgicos, parecen implicar la
presencia de ROS (Lunec, 1990; Ames, 1989: Li 2002).

Aunque actualmente los mecanismos responsables del envejecimiento
y enfermedades relacionadas con la edad todavia no estan claros hay cada vez
mas evidencias de que el dafo ejercido por ROS sobre el DNA asi como la
peroxidacion lipidica estan implicados.

El mecanismo de accion del estrés oxidativo se refiere en la actualidad
al conjunto de consecuencias bioquimicas, que siguen a una superproduccién
de especies reactivas fundamentalmente oxigénicas, como resultado de un
exceso de activaciéon fagocitaria, un incremento en la PO, o0 una intoxicacion
por xenobidticos inductores de la activacion redox.

Como paso inicial, se produce el dafio directo de estructuras clave para
el mantenimiento de la viabilidad y funcién celular como DNA, lipidos, proteinas
y carbohidratos. Bien directamente o como consecuencia de la degradacion del
DNA y activacién de la poli(ADP)-ribosa sintetasa, se asegura la deplecion de

coenzimas como ATP, NADPH y glutatién reducido (GSH) necesarios para la
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regulacion de procesos metabdlicos y actuacion de importantes mecanismos

antioxidantes y reparadores de la peroxidacion lipidica molecular.

Sobre proteinas y aminoacidos

La reaccion de los radicales oxigénicos con proteinas intracelulares es
reciente y se transfiere a los compuestos que siguen un ciclo redox, al lado de
los grupos tidlicos existen un gran numero de sitios suceptibles de ser oxidados
alterando la homeostasis del calcio (Di Monte, et al. 1984) llegando a la muerte
célular. Especies reactivas oxigénicas pueden modificar la estructura de las
proteinas, aumentando dicho dafo la presencia de sistemas proteoliticos
intracelulares.

La oxidoreduccion reversible de los grupos tiol esta intimamente
relacionada con el estrés oxidativo. Asi la alteracion en el estatus tiol/disulfuro
se ha visto que reduce distintos efectos bioldgicos, incluyendo cambios en las
propiedades (km o Vmax) de ciertas enzimas. Los aminoacidos son altamente
reactivos con el radical hidroxilo (Stone, et al. 1988) con k=10° - 10" M.

Algunos aminoacidos presentan reacciones particulares, que puede ser
reversibles, como la metionina presente en algunas enzimas, como la Lisozima,
Pepsina, Ribonucleasa, etc., que puede oxidarse tras la accion del hidroxilo 6
peréxido de hidrégeno sobre el sulfoxido dando sulfona y produciendo una
pérdida de funcién del enzima, que revierte posteriormente. Sin embargo en
otros aminoacidos como la Histidina o Triptéfano, su escision oxidativa es
irreversible con inactivaciéon del enzima.

Finalmente, la reaccion de las proteinas con las ROS puede dar lugar a

subproductos que aumenten el dafio inicial (Martinez 2001).

Sobre carbohidratos

Los carbohidratos son danados por los radicales libres en menor
proporcién que otras moléculas. Azucares tales como la glucosa, el manitol o
ciertos desoxiazlcares pueden reaccionar con el radical OH para producir

sustancias reactivas (Sies1985; Blake 1987).
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Asimismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales
libres, en este caso, fragmentandose a unidades mas sencillas. Greenwald y
Moy (Greenwald et al 1984) han demostrado que el acido hialurénico se
despolimeriza en presencia de concentraciones elevadas de radciales
hidroxilo, provocando un descenso de la viscosidad del liquido sinovial d las
articulaciones.

Paralelamente la glucosa se puede unir a las proteinas en el grupo
amino terminal iniciando la glicaciéon de las mismas dando productos altamente
reactivos (productos de Amordi, de Maillard), (Wolf 1987).

Tanto la autooxidacion como la glicacién de proteinas son reacciones
extremadamente lentas (requieren dias o semanas) y son responsables en
gran medida de las interacciones glucosa-proteina, interacciones muy
importantes pues la formacion y detoxificacion de las ROS estdn moduladas
por enzimas (SOD; Catalasa, GPX...), disminuyendo la acciéon de éstas y

exagerando los efectos de aquellas.

Sobre lipidos

De entre los efectos bidlogicos mas agresivos de los ROS, destacamos
los producidos por los lipidos de la membrana, induciendo su desnaturalizacion
y poniendo en peligro la viabilidad celular.

La autooxidaciéon de los lipidos es quizas de las reacciones quimicas
descritas con mas precocidad y asi en 1820 Saussure describe el cambio del
aspecto de los acidos grasos tras el contacto con el oxigeno y Dam y Granados
en 1945 indican el papel antiperoxidante de la vitamina E al observar que los
peréxidos lipidicos se incrementaban en los animales con deficiencia de

vitamina E.
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TABLA 6: EFECTO DE LA PEROXIDACION LIPIDICA SOBRE ALGUNOS
ASPECTOS DE LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MEMBRANAS.

1.- Disminucién del contenido de acidos grasos (C20:4, C22:6, C18:2).

2.- Formacion de peroxidos lipidicos capaces de estimular o inhibir enzimas
especificas asociadas con biomembranas.

3.- Oxidacién de grupos tiolicos que pueden afectar a las actividades
enzimaticas y conformacion de proteinas de membrana.

4.- Disminucion de la fluidez de las biomembranas.

5.- Liberacién de productos a nivel del foco de peroxidacion capaces de

producir efectos lesivos a distintos niveles.

Como consecuencia de la peroxidacién lipidica (Tabla 4), se produce
una alteracion de la conductibilidad, fluidez, permeabilidad y transporte de las
membranas celulares y ejemplo de ello son la hemdlisis que sufren los
eritrocitos sometidos a fuentes de estrés oxidativo o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes. Es sabido ya desde hace afios que el acumulo de
lipofucsina que tiene lugar con el envejecimiento de los tejidos es el resultado
de la degradaciéon peroxidica de estructuras en su mayoria lipidicas cuyos
productos son retirados y almacenados de esta forma, mientras los
mecanismos reparadores procuraran llevar a cabo su reposicion.

La peroxidacion lipidica presenta la caracteristica de que es capaz de
generar dafno multiple a partir de un unico radical. Se inicia, por lo general, tras
la abstraccion de un atomo de hidrégeno en la cadena hidrocarbonada de los
acidos grasos insaturados, cuya estructura divinilo-metano representa el punto
de inicio del proceso peroxidico. A este evento desencadenante inicial, le
siguen una serie de reacciones de propagacion, ramificacion y terminacién, con
la formacion de intermediarios peroxidicos, que rapidamente dan lugar a

especies mas estables.
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La cadena de peroxidacion lipidica del &acido linoleico (H.L),
considerado componente fundamental de la membrana, consiste en 2

reacciones:

H.L HLOO ------- HL HLOOH
K=60 M" sec™ (Howard e Ingold, 1967)

En cada paso de peroxidacion de la cadena se forma un hidroperoxido
HLOOH, mientras que el radical peroxil HLOOaparece y desaparece de
manera intermitente, debido a que los radicales peroxil pueden escapar del
medio lipidico, difundirse hacia el DNA sin ser reducidos por biocomponentes y
reaccionar con él, basado en las propiedades reactivas de azucares y bases
del DNA con el radical peroxil.

Este radical puede reaccionar con el DNA de tres formas:
1. Abstraer un H, con una velocidad menor de k=60 M™ sec” (Simic y

Taylor, 1987).

2. Adicionarse a dobles enlaces, proceso bastante lento incluso en las
condiciones mas favorables k= 10 M sec™.
3. Oxidar purinas y pirimidinas, reaccién energéticamente no factible

(Simic y Jovanovic, 1986).

Sobre el DNA

Conger y Fairchil fueron los que describieron por primera vez que los
niveles de oxigeno presente en el aire podrian ser capaces de escindir
parcialmente y de forma espontanea los cromosomas. Las especies reactivas
oxigénicas reactivas como el radical superéxido, radical perdxido y el radical
hidroxilo, muestran su capacidad de danar el DNA en células "in vitro"
(Marnett, 1987; Cochrane, 1991).
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El espectro de las alteraciones oxidativas inducidas por estos radicales
sobre el DNA es amplio, desde modificaciones oxidativas en la estructura de la
desoxirribosa y bases nucleotidicas hasta la escisiéon parcial o total de la
cadena con rupturas cromosomicas e intercambios de cromatides hermana,
entre otras alteraciones cromosémicas. Como resultado de esta accion
citotoxica, se producen diversos derivados de degradacion y/o modificacién
oxidativa, cuya identificacién y cuantificacion, por técnicas cromatograficas,
electroquimicas e inmunoldgicas, son utilizadas en el estudio de la interaccién
entre los radicales libres del oxigeno y del DNA.

Uno de los parametros mas conocidos del dafio oxidativo sobre el DNA
son las bases nucleotidicas modificadas, como son la timidina y timidina glicol,
5-hidroximetil-uracilo y 8-oxo-2-deoxiguanosina (ésta ultima, la mas importante
y representativa, ver esquema del dafio oxidativo del DNA). Se produce casi
con especificidad por la accién de los radicales hidroxilos, representando su
cuantificacion una medida bastante fiel de la formacién de estas especies
paramagnéticas tanto “in vivo” como “in vitro.

La transformacion neoplasica "in vivo" de la 8-oxo-2~ydeoxiguanosina
(8-0x0-dG) se estudiod por primera vez en 1987 tras la administracion de KBr; a
ratas observandose que la formacién de esta base modificada se localizaba en
el rifdon, donde tiene lugar de forma especifica la accion cancerigena del
bromuro potésico. Ademas se han estudiados otros agentes potencialmente
cancerigenos inductores importantes de la formacién de 8-oxo-dG.

La importancia de las modificaciones oxidativas del DNA en el proceso
tumoral se puso de manifiesto cuando se observd que la presencia de 8-oxo-
dG en las cadenas del DNA inducia errores en la replicacion de éste, dando
lugar a un espectro mutacional en los nucleétidos modificados y en aquellos
que enfrentaban bases vecinas.

De esta forma se demuestra el poder mutagénico de los radicales

hidroxilo y por lo tanto su potencial cancerigeno
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Esquema: Dano oxidativo del DNA

1.3.4. Sistemas defensivos antioxidantes.

El estrés oxidativo se conceptia como el desequilibrio entre las
actividades pro-oxidantes y las antioxidantes, ya que de entrada los radicales
oxigénicos cumplen su misién determinada en el lugar adecuado. Ahora bien la
supervivencia de las células aerobias precisa de mecanismos que
contrarresten los efectos negativos de los ROS.

Este sistema defensivo actua tanto a nivel fisiolégico como bioquimico.
Asi, a nivel fisioldgico el primer obstaculo que presentan los organismos
superiores a la accion del oxigeno se localiza precisamente en el
mantenimiento de los niveles tisulares apropiados de este gas, siempre dentro
de presiones parciales relativamente bajas. En este aspecto, el sistema
microvascular que irriga los diferentes tejidos juega un papel decisivo
respondiendo, ante un aumento de la presidon parcial del oxigeno sanguineo,

con la disminucion del flujo en érganos como el cerebro, rifién y otros, pero no
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en el pulmén. Por otra parte, también contribuyen a la regulacién de la
concentracion del oxigeno tisular la distancia intercapilar, relativamente amplia
en tejidos de considerable actividad metabdlica y funcional como el cerebro o el
corazén donde la tension del gas cae de uno a dos 6rdenes de magnitud con
respecto a la sangre arterial.

Desde el punto de vista bioquimico, la defensa contra la accién
citotoxica de los radicales libres consiste esencialmente en la aportacién
antioxidante de las células tisulares. Se ha propuesto una terminologia que
introduce una diferenciacién entre defensas antioxidantes primarias (mediante

mecanismos no enzimaticos y enzimaticos) y secundarias o coadyuvantes.

En el grupo de defensas primarias se incluyen diversos tipos de
moléculas antioxidantes no enzimaticas como vitaminas (ac. ascérbico, alfa
tocoferol, R-caroteno), flavinas, glutation reducido y acido uUrico. Su accién
defensiva dependera de una interaccion directa sobre la especie reactiva, para
rendir complejos estables o de menor reactividad. También se incluyen
defensas enzimaticas como la DT-diaforasa y una triada de reacciones
enzimaticas catalizadas respectivamente por la superéxido dismutasa, catalasa
y glutation peroxidasa. Su eficacia reside en una triple acciéon defensiva, al
disminuir la produccién de especies oxigénicas, impedir la interaccion de éstas
entre si para dar lugar a especies de mayor reactividad y reparar la
peroxidacion de macromoléculas.

En el grupo de elementos secundarios o coadyuvantes se encuentran
enzimas proteoliticas y lipoliticos y sistemas reparadores de DNA como N-
glicosilasas que reconocen bases oxidadas del DNA, endonucleasas y poli
(ADP) ribosa transferasa (Teebor et al. 1988; Beimer, 1990).

Por su accion de secuestro sobre determinadas moléculas
paramagnéticas, se les denomina "scavenger" de radicales libres. Junto a estos
se encuentran otros compuestos como el manitol, la tiourea, el etanol y el

DMPO que exhiben propiedades estabilizadoras importantes.
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FIGURA 3: MECANISMOS DEFENSIVOS EN LA TOXICIDAD DEL
OXIGENO.

A) A NIVEL TISULAR: mantenimiento de la presion parcial del oxigeno por el

sistema microvascular. Vasoconstriccion arteriolar.

B) A NIVEL CELULAR : 1.- Citocromo Oxidasa

2.- Superoxido Dismutasa (SOD)
O, + Oy + 2H" - > H,0, + 0,

3.- Catalasa
H.Op --------— > H,0 + 1/20,

4. Peroxidasa (Glutation Peroxidasa)
ROOH + 2RSH ------ > ROH + RSSR + H,0

C) SCAVENGERS :
Alfa Tocoferol
Acido Ascérbico
Beta-Caroteno
GSH
Coenzima
Manitol
Etanol
Tiourea

etc...
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1.3.4.1. Sistemas antioxidantes enzimaticos

El sistema antioxidante enzimatico lo forman un conjunto de enzimas
que muy posiblemente estan presentes en todas las células que utilizan en su
metabolismo el oxigeno. Este sistema esta representado principalmente, por la

triada enzimatica Superoxido dismutasa, Catalasa y Glutation peroxidasa.

SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

El estudio de la SOD (Superoxido: superdxido oxido-reductasa

E.C.1.15.1.1.), empezd en 1938 cuando Mann y Keilin describieron una
proteina azul-verde, sin actividad catalitica aparente, que aislaron de sangre de
buey con un peso molecular aproximado de 35.000 Daltons y que contenia
0,38% de cobre, a la cual le denominaron hemopreina.

Posteriormente, en 1953, fue aislada una proteina similar del higado de
caballo a la que se denominé hepatocupreina que, al igual que la anterior, no
detectaron ninguna actividad catalitica, circunstancia que les hizo suponer que
era una proteina que almacenaba cobre.

La funcion de la proteina fue desconocida hasta que McCord vy
Fridovich en 1969, observaron la reduccion del citocromo c por el radical
superoxido generado por la reaccidon xantina/xantina oxidasa, y descubrieron
que la hemocupreina de funcién desconocida inhibia esta reaccion al catalizar
la dismutacion del O, y asi la denominaron superéxido dismutasa.

El aislamiento y purificacién de ésta premiti6 comprobar que ademas
de Cu llevaba Zn.

Posteriormente, Fridovich en 1974 observé que esta enzima existia
como una familia de metalo-proteinas donde, ademas de la SOD Cu-Zn,
presente en células eucariotas se aislaron otras dos enzimas, una que se
encuentra en mitocondrias y en procariotas y otra en procariotas que contiene
en su centro activo Mn y Fe respectivamente. Ambas mostraron tener
similitudes en la composicién de aminoacidos y su comportamiento frente a

determinados reactivos permitio distinguir distintos isoenzimas:
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= El cianuro inhibe el Cu-Zn pero no el Mn

= El producto de la reaccion, el peréxido de hidrégeno, inhibe a
el Cu/Zn y Fe pero no el Mn

= La azida inhibe las isoenzimas en grado diferente Fe>Mn>Cu-
Zn.

La evolucién de SOD esta probablemente conectada directamente con
la progresiva oxigenacion de la atmédsfera; asi, cambios en las condiciones
geoquimicas de la tierra llevaron a la necesidad de desarrollar mecanismos de
defensa antioxidante en los organismos vivos (Bannister, W.H. et al. 1991).
Esta enzima representa la primera linea de defensa contra la toxicidad del
oxigeno. Su reactividad resultd ser indispensable no sélo en ambientes
aerodbicos, sino también en los anaerdbicos. La evolucion de SOD como una
metaloproteina esta directamente conectada con el modo en que aparecieron
los metales de transicion en la biosfera.

La superoxido dismutasa se encuentra en todos los organismos
tolerantes al oxigeno, comportandose como la primera linea de defensa, al
proteger a los organismos contra los efectos téxicos del radical superoxido al
catalizar su dismutacion a oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno. Esta
reaccion ocurre a través de la reduccion y oxidacién alternativa del iébn metalico
en el centro activo (Cu,Mn, o Fe) dando como total de la reaccién (Fridovich,
1.,1978; Crapo, J. et al. 1978):

0, + 0, + 2H" —emmemeeea > H,0, + O,

Aunque el radical superdxido es inestable en un medio acuoso y
espontaneamente dismuta a oxigeno molecular y a peroxido de hidréogeno, (a
pH 7,4 la velocidad de dismutacion espontanea esta alrededor de 2x10° M's™
(Fridovich, I., 1974), sin embargo, esta dismutacién sin catalizar implica la
reaccion directa de dos moléculas de superoxido, las cuales estan sometidas a
repulsion electrostatica por la presencia de los dos aniones. In vivo la velocidad
de dismutacion sin catalizar esta también afectada por la baja concentracion de

la superdxido (‘IO'mM). La SOD resuelve este problema por la reduccién y
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oxidacion alternante del enzima durante sucesivos encuentros con el
superoxido, de modo que cataliza la transferencia de electrones entre dos
aniones superoéxido sin que se requiera la interaccion directa. Si se compara la
constante de velocidad para la dismutacion espontanea con la reaccién

enzimatica a pH fisioldgico, la enzima incrementa la velocidad 10,000 veces.

1. Superdxido Dismutasa Cu/Zn (SOD Cu/Zn)

Es una enzima citoplasmatica, termoestable, predominantemente

encontrada en eucariota, que protege a las células contra los efectos toxicos
del radical superoxido procedente del metabolismo aerdbico.

Es un homodimero con un peso molecular de cerca de 32,000 Daltons.
Cada subunidad contiene 153 aminoacidos (dependiendo de las especies) con
un ién Zn y un ién Cu en su centro activo. Ambas subunidades estan asociadas
solamente por interacciones no covalentes.

La ecuacion para el mecanismo de SOD Cu-Zn ha sido determinado
por radiolisis pulsatil (Rotilio, et al. 1972) e implica unas reacciones alternantes
de reduccion y reoxidacion del cobre por el radical superoxido en una reaccion

"ping pong" para dar oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno:

E-Cu(ll) + Op" =---smmemmemv > E-Cu(l) + O,
E-Cu(l) + O + 2H" -eeemeeev > E-Cu(ll) + H,0,
20, + 2H" oo > 0, + H,0,

El ion Cu, cofactor esencial en la catalisis es ciclicamente oxidado y
reducido durante sucesivos encuentros con superéxido. EI Cu (ll) acepta un
electrén de un radical superédxido para producir oxigeno molecular y Cu (1), y
cede un electron a un segundo radical superoxido que con dos protones
produce peroxido de hidrogeno. La rapida velocidad de ambas reacciones
2x10° M" s esta probablemente limitada por la disponibilidad del substrato
(Fielden, E.M. et al. 1974).
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2. Superoxido Dismutasa Mn (SOD Mn)
Las células eucariotas ademas de SOD Cu/Zn, contienen en la matriz

mitocondrial otra SOD la cual tiene manganeso en su sitio activo. Esta enzima
es un homotetramero cuyas subunidades tienen un peso molecular de 20.000
Daltons, (Ludwig, 1986).

Estudios con Resonancia paramagnética de electrones (RPE) han
permitido ver que el Mn se encuentra en el centro activo del enzima como Mn
(I, y la existencia de dos protones en las proximidades a este manganeso,
correspondientes a moléculas de agua ligadas a este ion.

Estas moléculas de agua son reemplazadas por el radical superoxido
durante la catalisis (Fielden, E.M. et al. 1974). El mecanismo catalitico de este
enzima es similar al del Cu/Zn en el cual el metal activo es alternativamente
reducido y reoxidado durante sucesivas interacciones con el radical superéxido.

Esta enzima también se encuentra en procariotas.

3. Superdxido Dismutasa Fe (SOD/Fe).
Se encuentra en procariotas y esta ausente en eucariotas. Tiene un

peso molecular de 39.000 Daltons, contiene un atomo de Fe* por molécula y
estd compuesta por dos subunidades de igual tamano. Su composicion de
aminoacidos es similar a la de la SOD Mn y su mecanismo de accioén parecido
a las anteriores, con secuencias de reduccion y reoxidacion de los metales
(Yost, et al. 1973).

Por tanto, el ambito de actuacion de la SOD es muy amplio, puede
hacerlo a nivel extracelular, pero fundamentalmente lo hace en el intracelular,
en la mitocondria y compartimentos citosolicos.

La regulacion de su produccion es sensible tanto a la cantidad de
oxigeno tisular, como a la produccion de radical superoxido intracelular (Yu
1994; Turnes 2003).
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CATALASA (CAT)

Fue reconocida como enzima altamente distribuida en la naturaleza por
Loew en 1901. Fue aislada y obtenida en forma cristalina por Summer y
Doence en 1937.

La catalasa (E.C. 1.11.1.6) en mamiferos es un homotetramero con un
grupo ferriprotoporfirina por molécula y con un peso molecular de 240.000
Daltons. La protohemina es el mayor componente estructural del sitio activo (un
contenido del 1,1%) y, de hecho, es el principal determinante de la actividad y
especificidad. Catalizan la transformacion del peréxido de hidrégeno en agua y

oxigeno molecular:

La velocidad de la reaccion es rapida, con una constante de velocidad
de K= 10" sec " mol .

Durante su ciclo catalitico el hemo del centro activo sufre un ciclo
alternante de oxidacién y reduccién durante sucesivos encuentros con el H,O..
El enzima en estado oxidado, conocido como componente |, es una porfirina Fe
(IV), lo que implica que durante la oxidacién divalente del ferrihemo del centro
activo por el peroxido de hidrégeno, un electron se pierde del atomo de Fe
central y el segundo de la porfirina.

Este componente | es un poderoso oxidante y podria ser reducido por
otras sustancias aparte del H,O,. Sin embargo, es altamente especifico para
este substrato debido a la configuracion del hueco donde se encuentra el grupo
hemo, al cual sélo pueden acceder moléculas de pequefio tamafio.

El mecanismo catalitico que se postula es:

Catalasa-Fe™ + H,0, --=mmmmem- > Componente |

Componente | + H,0, -------- > Catalasa-Fe+3+2H202+02

En esta ecuacion el intermediario, componente |, es indudablemente un

producto de la reaccién de oxidacion del Fe y perdxido; la tendencia de los
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electrones del ion férrico a deslocalizarse a la periferia de la porfirina y
probablemente hacia el peréxido puede variar extensamente, analogamente a
la oxihemoglobina. Asi un perdxido férrico (Fe+3-HOOH) y una unién covalente
(Fe+5=0) proporciona ejemplos de no transferencia de electrones entre el
donador, Fe®, y el aceptor H,O,, por un lado, y la separacion de carga
completa por el otro.

El componente |, visto en células y tejidos, implica la transferencia de
dos electrones desde el hierro al peréxido y asi éste es reducido y puede ser
disociado. El componente | puede tener ya un precursor no detectado, tal como
el Fe"™-HOOH, conteniendo ion férrico y el peroéxido molecular sin alterar y

debe tener una corta vida.

GLUTATION PEROXIDASA (GSH-Px)
La Glutatiéon peroxidasa: Glutathione: H,O, oxireductasa (EC 1.11.1.9)

fue descrita en 1957 por Mills, como enzima eritrocitaria que "protegia" a la
hemoglobina de su ruptura oxidativa. Afios mas tarde, en 1973, Ronneck,
comunico la proteccidon que sobre los globulos rojos producia ante los dafos
oxidativos de los radicales libres del oxigeno.

Es una macromolécula cuyo peso molecular se situa alrededor de
85.000 Daltons. Esta formada por cuatro subunidades aparentemente iguales y
contiene cuatro atomos de selenio. Forstrom en 1978, identificé en el lugar
activo de la glutation peroxidasa la conjugacion selenio-cisteina, que es
esencial para su actividad sobre el substrato, incluyendo cambios de naturaleza
redox.

La glutation peroxidasa es responsable de la eliminacidon del peroxido
de hidrégeno en lugares con bajos contenidos en catalasa o sin catalasa; por lo
tanto, se encuentra en el citosol y en la matriz mitocondrial, mientras que la
catalasa es mas abundante en microsomas, peroxisomas y nucleos, lugares

donde la glutation peroxidasa es dificil de encontrar.
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Catalizan la reduccion dependiente de Glutation (GSH) de
hidroperoxidos producidos durante la peroxidacion de acidos grasos

poliinsaturados y del H,0,:

2 GSH + ROOH -=-=====-- > GSSG + ROH + H,O
2GSH + H,0;, ---=-=---- > GSSG + 2H,0

La reduccion del peroxido de hidrogeno o hidroperdoxido a agua tiene
lugar a expensas de la oxidaciéon del GSH. Es altamente especifica para su
donador de hidréogeno, el GSH, y no es especifica para el substrato,
extendiéndose el rango de substratos desde el perdxido de hidrogeno a
hidroperdxidos. La velocidad de la reaccién viene dado por la concentracion de
GSH y es independiente de la naturaleza del hidroperéxido. La constante de
velocidad para la reaccién de la glutation peroxidasa reducida con el H,O, es
similar a la de la catalasa.

Bajo el punto de vista de su actuacion sobre los hidroperdxidos esta

enzima puede estar involucrada en varios hechos metabdlicos como son:

= Scavengers o secuestradores de H,0, de compartimentos
bajos en actividad catalasica.

= Mutagénesis inducida por hidroperoxidos.

= Proteccién de los &cidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares.

= Biosintesis de prostaglandinas.

= Regulacién de la sintesis de prostaciclina.

Su actividad se modifica por diversos factores, tales como la edad, el
sexo, factores nutricionales y ambientales (exposicion a ozono) o ingestién de
lipidos peroxidados. En estudios realizados en ratas con dietas deficitarias en
selenio, se observa una disminucion de la actividad de la enzima (Flohé, L. et
al. 1973).
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1.3.4.2. Sistemas antioxidantes no enzimaticos.

Los primeros estudios de antioxidantes datan de 1922 cuando los
quimicos franceses Moreau y Dufraise encontraron que algunos productos eran
efectivos para frenar el estrés oxidativo. Este descubrimiento constituye la
primera aplicacién practica en el uso de hidroquinonas, afiadidas en pequefias
cantidades, para prevenir la explosién espontanea de detonadores.

El estudio de los antioxidantes se ha aplicado en el campo industrial
como por ejemplo el uso de sustancias para la preservacion de alimentos, con
la finalidad de evitar su enraciamiento (produccién de lipoperoxidos).

En los ultimos afios se ha prestado una gran atencion al uso de estos
antioxidantes como agentes con ciertos fines terapéuticos (Borok, Z. et al.
1991; Greenwald, A. 1991). Cabe resaltar las propiedades anticarcinogénicas,
que pueden ser atribuidas, al menos en parte, a sus habilidades de neutraliza-
cién o "secuestradores” de los radicales libres.

Asi los antioxidantes localizados en la fraccion citosolica o fluidos
extracelulares, como los localizados en membranas lipidicas, actian como
anticarcinogenéticos en potencia que interrumpen los procesos de los radicales
libres responsables de la carcinogénesis (Terao, et al. 1988).

Dentro de los sistemas antioxidantes uno de los mas estudiados en los
ultimos anos, es el GSH, ya que se ha comprobado que tiene una implicacién
directa en diversos procesos patolégicos.

GLUTATION REDUCIDO (GSH)
El Glutation (-Glu-CysH-Gly) esta altamente distribuida en tejidos

animales, plantas y microorganismos. Normalmente se encuentra presente a
altas concentraciones (0.1-10 mM) y es el tiol mas abundante, llegando a
constituir en algunas células, mas del 90% del total de sulfuros no proteicos. El
GSH fue asilado hace cien afios y su estructura fue establecida por Meister en
1935.

En general, los grupos sulfidrilo son altamente reactivos y pueden
participar en diferentes tipos de reacciones, tales como oxidacion e intercambio

de tioles disulfuro. Todas estas reacciones pueden implicar la modificacién de
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proteinas tiolicas, como consecuencia de su interaccion con intermediarios
reactivos formados durante el metabolismo de quimicos téxicos. Estas
modificaciones de tioles pueden ser particularmente importantes durante el
estrés oxidativo (Di Monte et al. 1984).

Su sintesis es iniciada por la gamma glutamil transpeptidasa, enzima
que se encuentra en la superficie externa de ciertas membranas celulares. Por
la accion secuencial del d-glutamil cisteina y GSH sintetasa es exportado al
exterior de las células. (Meister, A., 1983 y 1985).

Gran parte de sus funciones se deben a la presencia del grupo tidlico
reducido que le confiere la cisteina, el cual promueve su estabilidad intracelular.
Se ha adaptado a través de la evolucién para llevar a cabo diversas funciones y
puede actuar tanto como regulador, mantenedor de procesos bioquimicos y
fisiolégicos, asi como en la defensa celular contra las agresiones externas:

- Protege las células de los efectos toxicos causados por componentes
oxigénicos reactivos.

- Participa en mecanismos de catalisis, metabolismo, transporte y en
reacciones implicadas en la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, en los
cuales, entre otras funciones, actia como destoxificador de radicales libres y
peroéxidos.

- Forma conjugados con una variedad de componentes de origen

exdégeno o enddgeno y es un cofactor de varios enzimas.

Juega un papel en la defensa celular contra intermediarios reactivos,
donde ademas de su funcidon como reductor en el metabolismo peroxidico de
hidrogeno e hidroperoxidos organicos, forma complejos con metabolitos
electrofélicos (Orrenius, et al. 1984; Saéz, G. et al. 1993). Participa en el
metabolismo de la glutation peroxidasa donde sirve como donante de un
electrén, ademas de jugar un papel importante en la proteccion contra el dafio
ejercido sobre tejidos como resultado de la exposicibn a medios oxidantes
como hiperoxia u ozono, ademas de proteger contra la radiacion, luz

ultravioleta y efectos fotodinamicos. Los intermediarios producidos durante la
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destoxificacion de xenobidticos, via la reaccion de la glutation transferasa,
estan implicados en la carcinogénesis.

Como resultado de la formacion excesiva de radicales durante el estrés
oxidativo se observan cambios significativos en el estatus intracelular del
glutation (Thor, H. et al. 1982; Wefers, H., et al. 1983; ViAa, J., et al. 1986;
Saéz, G. et al. 1987), disminuyendo en la reduccion peroxidasica del peréxido
de hidrégeno y otros perdxidos, como los lipidicos, formados por la dismutacién
de radicales superoxido o por abstraccién hidrogénica de un &cido graso
poliinsaturado respectivamente.

El mecanismo propuesto de actuacion es:

GSH + H,O" --------- > GS' + H,0,
GS + GS'  --------- > GS-SG

Aunque el mecanismo no justifica la formacion de sulfonato de
glutation, algunos investigadores describen la formacion de éste como producto
de oxidacion (Finley, M. et al. 1981; Oae, S. et al. 1981).

La relacion entre el glutation y el balance homeostatico de la salud ha
recibido considerable atencion en los ultimos afios y sus implicaciones en
procesos patolégicos, son estudiados intensamente en distintas areas de la
biomedicina. (Vifa, J. et al. 1986; Meister, A. 1988; Saéz, G. et al. 1989, 1992).

Asi se han ido desarrollando métodos para incrementar los niveles de
GSH y proteger a la célula contra el dafio oxidativo (Kurokawa, Y., et al. 1990;
Mufiz, P. et al. 1994). Un ejemplo practico de esto lo tenemos en que la
aplicacion del GSH exégeno es capaz de inhibir la mortalidad y nefrotoxicidad
inducida con bromuro potasico, mientras que estos efectos toxicos se ven
incrementados cuando se induce la deplecion del GSH (Kimie, S., et al. 1991).

En el campo de la nutricién también se destaca el papel que juegan los
déficit nutricionales como factor predisponente al dafio oxidativo,
fundamentalmente en la disminucién de los mecanismos antioxidantes. Esta
disminucion afecta tanto a enzimas como a substratos antioxidantes. Por lo
tanto el estado nutricional del animal de experimentacion debe de tenerse en

cuenta a la hora de sacar conclusiones sobre los mecanismos generadores de
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radicales libres y sus efectos sobre los sistemas bioloégicos (Slater, F. et al.
1990; Godin, N. et al. 1988).

Como en nuestro estudio hemos utilizados aceites vegetales de oliva y
maiz especialmente ricos en tocoferol, haremos a continuacién una
actualizacion de la importancia nutricional y la capacidad antioxidante de la

vitamina E.

VITAMINA E

En 1922, Herbert Evans y Bishop fueron los primeros en identificar un
compuesto liposoluble en los aceites vegetales que resulté ser esencial para la
fisiologia reproductora de las ratas de laboratorio, y al que denominaron
tocoferol. Sure, en 1924, denomind a este factor Vitamina E. Posteriormente se
descubrié que también se encontraba en otros alimentos como germen de
trigo, alfafa y lechuga y aparece siempre en forma de ésteres de tocoferol. En
1936, Evans consiguioé aislar la vitamina y en 1938, Fernholz dilucida la

estructura quimica del alfa tocoferol.

FIGURA 04: ESTRUCTURA DE LA VITAMINA E.
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Existe en las plantas, al menos ocho formas isoméricas de tocoferoles
que forman parte de nuestra ingesta alimentaria; todas estas formas se
diferencian por la posicién de diferentes grupos metilo en el anillo fendlico y en
la cadena lateral de la molécula. El grupo hidroxilo del anillo fendlico puede
estar eterificado, pero ha de desesterificarse para que el compuesto manifieste
actividad vitaminica.

De todas estas formas isdmeras es el a-tocoferol el predominante en
muchas especies, siendo a su vez la forma activa biolégicamente, asi como el
mejor antioxidante liposoluble en células de mamiferos y sangre (Kiyose C et
al. 1997) y (Leger CL., 2000).

Las otras formas naturales de vitamina E (B, vy, 6—tocoferoles y los
cuatro trienoles) no contribuyen a la satisfaccion de los requerimientos
vitaminicos porque, aunque se absorben, no se produce la conversién en a-
tocoferol en humanos. Ademas se reconocen muy pobremente por la proteina
de transferencia hepatica (a—TTP). Por ello, las ingestas recomendadas se

basan solamente en la forma a-tocoferol de vitamina E.

Los tocoferoles, en general, estan presentes en los aceites vegetales
(girasol, maiz, etc.). Asimismo se encuentra en granos de cereales, alimentos
de origen vegetal y en el tejido adiposo de los animales. En las plantas se

localiza principalmente en las hojas y partes verdes.

Durante el procesamiento, almacenaje y preparacion de los alimentos,
ocurren pérdidas considerables en el contenido de vitamina E, siendo la fritura,
asado o coccion a fuego lento cuando se producen las mayores pérdidas de
esta vitamina, al existir un mayor contacto con el calor y el oxigeno (Mataix J,
Ochoa J, 2002).

La vitamina E es muy utilizada como aditivo para proteger alimentos
con un alto contenido en acidos grasos poliinsaturados de los procesos de

enranciamiento (Gassman B., 1995).
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1. Digestion, absorcion y metabolismo

La vitamina E sigue el mismo proceso de absorcion que otras vitaminas
liposolubles en la mucosa intestinal, disuelta en las grasas alimentarias, lo que
hace que su digestiéon y absorcion dependan de una buena funcionalidad biliar
y pancreatica. La vitamina pasa por el torrente linfatico unido a los
quiolomicrones, llega al higado y a partir de aqui se distribuye a todo el
organismo via lipoproteinas plasmaticas, acompafando a los triglicéridos y
demas lipidos (Linder M. 1991).

La mayor parte de la vitamina E en el plasma sanguineo se encuentra
en las lipoproteinas de baja densidad (Bjorneboe A. et al. 1990) y (Fit6 M. et al.
2000). Su principal funcidn consiste en neutralizar los radicales libres,
originados por procesos metabdlicos o bien por contaminantes (metales
pesados, humo), e impedir que reaccionen con los &cidos grasos
poliinsaturados, desencadenando una serie de reacciones oxidativas.

No parece existir un 6rgano concreto para el almacenamiento de la
vitamina E, siendo posiblemente el tejido adiposo la principal reserva, aunque
la liberacion de esta vitamina desde este tejido es muy lenta. En el higado
existe también una cierta capacidad de depdsito para la vitamina E pero, dado
el rapido furnover o movilizacién que alli ocurre, la citada capacidad es
pequefa. Otro 6rgano donde se puede almacenar es en el tejido muscular.
Realmente, el tocoferol absorbido se distribuye ampliamente por todos los
tejidos y células sanguineas incorpordndose a las membranas de las células

junto al colesterol y los fosfolipidos (Mataix J, Ochoa J, 2002).

2. Efectos fisiol6gicos

Sin lugar a dudas la principal funcion fisiolégica de esta vitamina es la
de actuar como un poderoso antioxidante, siendo el mejor antioxidante
liposoluble en células de mamifero y sangre. La acciones a ella atribuidas como
estabilizador de membranas celulares, agregacion plaquetaria, efecto protector
ante la hemdlisis, modulador de la actividad de ciertas enzimas, etc.,
probablemente sean consecuencia de esta capacidad antioxidante. No

obstante, lo cierto es que en la actualidad aun no se conocen completamente
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los mecanismos de accion de esta vitamina, aceptandose que existen otras

posibles vias de actuacion para explicar su diversidad.

3. Capacidad antioxidante

Como se acaba de indicar la capacidad antioxidante es, sin duda, la
principal funcién bioldgica de esta vitamina, siendo numerosos los estudios,
tanto in vitro como in vivo, que demuestran que el a-tocoferol actia como un
potente antioxidante lipofilico (Porta P et al 1991) y supresor del dafo oxidativo
en membranas bioldgicas, lipoproteinas y tejidos, mediante la eliminacion de
radicales libres, tales como oxigeno singlete, radical superéxido, radical
hidroxilo y radical peroxilo (Neuzil J et al.. 1997) y ( Halliwell B, 2000).

La vitamina E actia como agente reductor en su mecanismo de
inhibicién de la oxidacion, especialmente de lipidos, siendo la actuacién del a-
tocoferol la mejor establecida. Asi, en lo que respecta a la cadena de
propagacion de la peroxidacién lipidica, es a nivel del radical lipidico (LOO)
donde lleva a cabo su accion, eliminandolo e impidiendo que continte la

cadena y por lo tanto la formacién de nuevos radicales (Mataix J et al. 2002).
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FIGURA 05: VIAS SEGUIDAS POR EL RADICAL TOCOFEROXILO.
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Fuente: Mataix J et al, 2002
Figura 05: Vias seguidas por el radical tocoferoxilo. (Las vias sefialadas con

guiones son las posibles vias prooxidantes)..

a) de modo semejante el acido ascorbico puede actuar el glutatiéon y el CoQ.
Durante esta reaccién se forma radical a-tocoferoxilo, que es un radical
libre, el cual puede seguir varias vias:
a. Reaccionar con otro radical peroxilo (LOO’), generando un aducto, que
ya no es un radical libre.
b. Reaccionar con otro radical de tocoferoxilo y dar un dimero, que
tampoco es un radical libre.
c. Ser reducido por un reductor como puede ser la vitamina C, ubiquinol
(CoQ) o glutation, regenerandose el a-tocoferol.
Pero también puede ocurrir que el radical tocoferoxilo pueda sustraer
un atomo de hidrégeno de lipidos (LH) o hidroperdxidos (LOOH), dando lugar a
la formacion de un radical lipidico (L) o peroxilo (LOO), respectivamente, lo

que pone de nuevo en funcionamiento la cadena de propagacién, mostrando la
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vitamina E en este caso una actividad prooxidante (Halliwell B, 2000) y (Keaney
JF, 1994).

La potencia de la vitamina E como antioxidante va a depender de estas
reacciones competitivas. Asi, existen estudios en los que esta vitamina ha
mostrado una capacidad prooxidante, aunque al parecer esta actividad in vivo
no es tan importante, debido a la actuacién de agentes reductores como
ascorbato, ubiquinol y glutatién, que regeneran rapidamente el tocoferol,
impidiendo la reaccion del radical tocoferoxilo con lipidos o hidroperéxidos
(Kagan, V. et al. 1900 a-b).

Se ha observado que la deficiencia en vitamina E da lugar a
alteraciones estructurales en las membranas bioldgicas, por lo que el
mantenimiento de las mismas por parte de esta vitamina podria ser debido en
parte a la accién antioxidante al proteger las membranas del ataque de los
radicales libres, los cuales alteran la estabilidad de la misma, pero también
podria ser consecuencia de la existencia de interacciones fisicoquimicas de los
grupos metilo del tocoferol con los &acidos grasos poliinsaturados de los
fosfolipidos.

Ademas de las propiedades antioxidantes y anti-radical libre, la
vitamina E participa en la sintesis del grupo hemo de las proteinas heminicas,
tales como la catalasa (enzima antioxidante ya descrita como eliminadora de
hidroperoxidos). Es conocido que las dietas ricas en &cidos grasos
poliinsaturados producen deficiencias de vitamina E y, por otro lado, como
antes se ha citado, que la catalasa esta directamente relacionada con ella. Es
probable que estos acidos grasos produzcan efectos perjudiciales sobre el
equilibrio oxidacion-antioxidacion, al provocar aumento de radicales libres en
cascada peroxidativa lipidica y secundaria disminucion de “scavengers o
secuestradores” tales como la catalasa y la vitamina E por aumento de su
consumo. La oxidacion de estos acidos grasos determina un aumento de las
necesidades de catalasa y, secundariamente de vitamina E, con el fin de
recuperar el estado de equilibrio (Halliwell B, 2000).

Otro aspecto de gran importancia, desde el punto de vista aterégeno e

inmune, es la participacién de la vitamina E en el metabolismo del acido
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araquidonico y la formacion de tromboxanos, prostaglanadinas y prostaciclinas.
El metabolismo del acido araquidonico a través de las enzimas lipooxigenasa y
ciclooxigenasa, involucra reacciones mediadas por radicales libres, existiendo
evidencias de una disminucion, por parte de la vitamina E, en la actividad de la
5-lipooxigenasa, asi como reduccién de la sintesis de tromboxanos e
incremento de prostaciclinas. Estos cambios en la sintesis de ambos
componentes, podrian explicar la inhibicién por parte de la vitamina E de la
agregacion plaquetaria, al ser estos compuestos los mayores determinantes de
dicha agregacion (Vericel E. et al. 1992; Mataix J, Ochoa J, 2002 ) y (Brzosko S
et al. 2002).

4. Requerimientos nutricionales

Los requerimientos de la vitamina E dependen en gran medida de otros
factores nutricionales, que determinan mayores o menores ingestas de esta
vitamina, destacando los siguientes:

a. Ingesta de acidos poliinsaturados. Un incremento de consumo de
aceites vegetales, especialmente los de mayor contenido en acidos
grasos poliinsaturados (girasol, maiz, etc.), implica una mayor
demanda de esta vitamina, como consecuencia de su funcion
antioxidante. En este sentido se recomienda una ingesta 0,4 mg de
tocoferol por cada gramo de &cido graso poliinsaturado (Barrionuevo,
M.y Fornos, J. A. 1993).

b. Contenido en selenio y aminoacidos azufrados alimentarios. Otro
factor que altera los requerimientos de esta vitamina es el contenido
en selenio y aminoacidos azufrados en la dieta, compuestos que
participan en el sistema antioxidante del glutation, lo que significa que
alta ingestas de estos nutrientes mantienen activo este sistema y por
lo tanto existe un ahorro de tocoferol.

c. Situaciones de estrés oxidativo. También hay que tener en cuenta que
la ingesta vitaminica se debe incrementar en situaciones en las que

exista un fuerte estrés oxidativo (situaciones de oxigenoterapia,
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frecuente e intensa actividad fisica, etc.), como consecuencia del

mayor gasto de la misma.

En humanos, el deficiente aporte dietético en vitamina E normalmente
tarda mucho tiempo en manifestarse, y se ha relacionado con enfermedades
degenerativas como sindrome neuroldgico progresivo (Sokol RJ. 1988), el
cancer, la aterosclerosis y otras formas de enfermedades cardiovasculares. La
ingestion diaria recomendada de vitamina E varia de unos paises a otros, de 8
a 10 mg de equivalentes de a-tocoferol (National Research Council. RDA,
1989).

Un aumento de la cantidad de acidos grasos poiinsaturados n-3 en la
dieta se ha observado que disminuye el nivel de vitamina E en corazén, higado,
tejido adiposo y plasma; en cambio, el nivel de vitamina E en cerebro no se
modifica por las distintas dietas (D. Aquino, M. et al. 1991; Javouhey-Donzel A.
et al. 1993).

Mediante la utilizacion de biopsias se puede tomar muestra de tejido
adiposo y estudiar la existencia y concentracion de diferentes antioxidantes. El
nivel de vitamina E del tejido adiposo esta fuertemente asociada con su ingesta
alimentaria y no existe variacién sistematica del contenido de vitamina E en el
tejido adiposo de diferentes localizaciones; la concentracion total de tocoferol
en este tejido varia ampliamente (hasta 11 veces), siendo el a-tocoferol el mas
abundante, aproximadamente un 80% del total (Packer, L. 1988).

Estudios realizados en animales a los que, mediante ligadura del
conducto biliar, se les crea una ictericia obstructiva revelan una disminucion de
los niveles hepaticos de enzimas antioxidantes principalmente la glutation
peroxidasa (GPx), asi como del selenio sérico y la vitamina E plasmatica y
hepatica y un marcado aumento del nivel del malondialdheido (MDA) en suero
(Santos, M. 1980).

Esto sugiere un cambio en el equilibrio prooxidante/oxidante a
favor de la peroxidacion lipidica. Es posible que el origen de estos cambios sea
la disminucién del selenio y de la vitamina E por problemas de absorcion
intestinal (Singh, S. et al. 1992).
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Numerosos articulos se han centrado en los efectos que tiene la
suplementacion dietética de antioxidantes sobre la peroxidacion lipidica, ya que
estudios epidemioldgicos realizados en la poblacion europea han demostrado
una asociaciéon inversa entre la mortalidad por cardiopatia isquémica y las
concentraciones plasmaticas de antioxidantes (Gey, F. et al. 1991) y (The

Heart Outcomes Prevention Evaluation Studies Investigators, 2000).

Investigaciones en las cuales la tasa de mortalidad por enfermedades
cardiovasculares (ECV) se correlacionan inversamente con los valores
plasmaticos de vitamina E, sirvieron para proponer a esta vitamina como factor
protector de ECV (Prior WA, 2000).

Los procesos oxidativos estan implicados en el desarrollo y en la
expresiéon clinica de las enfermedades cardiovasculares. Evidencias
experimentales y epidemioldgicas indican que las dietas con elevado contenido
antioxidante se asocian con un menor riesgo o progresion de enfermedad
coronaria. La mayor incidencia de enfermedad aterosclerética asociada con
dietas pobres en vitaminas antioxidantes resalta la importancia de generalizar
los regimenes con alto contenido en dichos compuestos (Rimm EB et al. 2000
y Lahoz Rallo et al. 2000).

Por consiguiente, si bien la utilidad de los antioxidantes en la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares precisa confirmacion y
diversos estudios sugieren que estas sustancias son seguras y eficaces,
parece prudente en el momento seguir la recomendaciones de la Asociacion
Americana del Corazén, que recomienda para la poblacion general el consumo
de una dieta equilibrada, rica en frutas y vegetales como fuente de
antioxidantes (Krauss RM, 2000 y Frank J, 2005).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es el estudio del metabolismo
oxidativo en animales alimentados con dietas liquidas control, de composicion
definida, en las que unicamente varia el tipo de lipidos y se mantienen las
mismas proporciones en macronutrientes y energia.

Para la consecucion de este objetivo general se plantearon los
siguientes objetivos particulares:

e Describir las modificaciones de los sistemas antioxidantes (SOD, CAT,
GPx y el metabolito GSH) inducidos por la dieta a base de aceite de
oliva y maiz, en distintos tipos de tejidos.

e Estudiar el indice de peroxidacion lipidica por la producciéon de
Malondialdehido (MDA).

e Evaluar el efecto “in vitro” de la dieta con aceite de oliva 6 maiz sobre
distintos marcadores de estrés oxidativo y estado redox en hepatocitos
aislados de rata.

e Valorar “in vivo” el efecto comparativo de estos dos tipos de aceites
sobre productos de oxidacion molecular la 8-oxo-2’ deoxiguanosina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. Animales

Se utilizaron ratas machos de la raza albina Wistar procedentes del
animalario de nuestro laboratorio. Estos animales tras el periodo de lactancia,
fueron alimentados con dieta sélida de laboratorio descrita posteriormente. Los
animales cuando alcanzaron pesos comprendidos entre 150-180 gramos
fueron sometidos a los distintos tratamientos dietéticos.

El animalario fue provisto de un sistema de regulacion de temperatura
a 25°C, humedad del 60% y de un control de exposiciéon a la luz que nos
permitié fijar un fotoperiodo de 12 horas diarias, comprendido entre las 7:00 y
las 19:00 horas. Los animales se albergaron individualmente 6 de dos en dos
en jaulas de plastico especialmente disefiadas (Panlab- Barcelona), utilizando
viruta de madera liofilizada como material absorbente. Los animales fueron
agrupados en dos grupos de acuerdo con las dietas estudiadas: control oliva
(CO), control maiz (CM).

Las dietas de aceite de oliva y maiz especificados mas adelante, se
suministraron en forma liquida durante 30 dias, controlandose diariamente la
ingesta y semanalmente el peso. Transcurrido este periodo los animales se
sacrificaron por decapitacion y/o la técnica quirdrgica de la perfusion, se

procedio a la toma de muestra para las determinaciones analiticas.

3.1.2. Aparatos

La obtencién de homogenados de las diferentes muestras analizadas
se realizd en un dispositivo de tipo Potter-Evelheim, con émbolo de teflon e
impulsionado por un rotor Kika-Werk Rwzodzm, modelo RW 20-DZM, provisto
de control de velocidad de rotacion.

Para las centrifugaciones a baja velocidad se utilizaron las centrifugas
Selecta Centromic RPM x 100, modelo S 577 y Heraeus Sepatech - Biofuge 17
RS.
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Las ultracentrifugaciones se realizaron en una ultracentrifuga Kontron
modelo TGA 65 y rotor de angulo fijo TFT 7513.

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en un
Shimadzu UV-160 y LKB Ultra Plus-4054 UV/Biochrom.

Otros instrumentos rutinarios utilizados han sido: pHmetro, marca
Radiometer-modelo pH M83; balanzas de precisién: Precisa de Pacisa;
agitador magnético:SBS, modelo Reax 2000; autoclave: marca Autester,
modelo: S-437-G; bafio unitronic termostatizado con agitacion de ciclos
regulables, marca: P/Selecta, modelo:320-OR; estufas, marca: Sampros de 0-
80 °C y los microscopios: marca Zeiss, modelo 470914 y marca: Leitz, modelo
Laborlux 11.

Como material para el aislamento de hepatocitos se utilizaron: bomba
peristaltica DASLO (Sandoz), modelo 261; termostato nivel Hacke Tipe FE,
Haake instruments INC.; material quirdrgico adecuado; vaso de doble pared;
otros instrumentos como: plataforma elevadora; Camara Burker; jeringuillas
desechables; bandeja de diseccion; canulas, matraces de distintos tamarios.

Congelador y Neveras Zanussi, Whirpool, Philips.

Para estudiar los niveles basales del dafio oxidativo inducido en el DNA
digerido de higado de rata, se midid6 la base modificada 8-oxo-2’-
deoxiguanosina (8-oxo-dG), mediante HPLC-EC (High Pressure Liquid
Chromatography). Waters ODS Columna (2.5x0.46 i.d.; 5y de tamafo de poro.
Detector de UV: modelo Waters 486. Detector E.C: ESA modelo 5100
Coulochem equipado con una cédula analitica modelo 5011. Integrador modelo
740 y registrador: ABB SE/20,

3.1.3. Productos Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de maxima pureza quimica (reagent
grade), suministrados por Sigma Chemical Co., St. Louis Estados Unidos;
Boehringer Mannheim, Alemania; Merck, Darmstadt - Alemania; Panreac

(Montcada i Reixac-Espafia).
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Los kits utilizados en diversas determinaciones analiticas se obtuvieron
de Boehringer Mannheim, Alemania, especificandose en cada caso su
utilizacion.

Los productos utilizados en la elaboracion de las dietas liquidas
suministradas a los animales de experimentacién se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos), indicandose en el
correspondiente apartado sus caracteristicas. La dieta solida de laboratério se
obtuvo de LETICA S/A - Barcelona-Espafia.

Los reactivos utilizados para analisis de 8-oxo-2’-deoxiguanosina (8-
oxo-dG) en DNA de higado de rata fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA).

Las bombonas de carbdogeno (mezcla O,+CO,, 95:5 v/v) fueron
providas por Abelld. El agua bidestilada se obtuvo de Travenol y el agua

desionizada de Ibys.

3.1.4. Componentes de las dietas
3.1.4.1. Dieta Sélida

Como dieta sélida no purificada control se utilizé la Dieta IPM R-20,
comercializada por Letica S/A-Scientific Instruments (Barcelona-Espafia), cuya
composicion proporcionada por el fabricante se expone a continuacion, con la
excepcioén de la cantidad de proteina bruta, que fue determinada en nuestro

laboratorio, asi como su cantidad de energia.
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DIETA SOLIDA: CONTROL

COMPOSICION por 100 g
Proteina bruta 16.00 g
Materias grasas brutas 3.00¢g
Glicidos 63.00 g
Celulosa bruta 5.00¢
Cenizas brutas 5.00¢
Calcio 0.80g
Fosforo 0.65¢g
Humedad 9.00 g
Lisina 0.70 g
Metionina 0.50¢g
Colina 750.00 mg
Vitamina A 9000.00 Ul
Vitamina Dj 1000.00 Ul
Vitamina E (Tocoferol) 50.00 mg
Vitamina K3, menadiona 1.20 mg
Complejo vitaminico B 43.50 mg
Vitamina PP, acido nicotinico 30.00 mg
Acido Pantoténico 15.00 mg
Minerales 106.20 mg
Energia 345 Kcal
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3.1.4.2. Dieta Liquida

Los productos utilizados en la elaboracién de las dietas liquidas
suministradas a los animales de experimentacién se obtuvieron de Sigma
Chemical Co., (St. Louis, Missouri, Estados Unidos) y de ICN-Biochemicals
(Division of ICN-Biomedical, Cleveland, Ohio, Estados Unidos). Se utilizaron

para su preparacion los siguientes componentes:

Caseina pura, exenta de vitaminas, micropulverizada (ICN-Biochemicals,
Cleveland, Ohio-Estados Unidos).

DL-Metionina, cristalina, 95.5% p/p (Sigma Chemical; St.Louis, Missouri,
Estados Unidos).

Colina, clorhidrato, 99% p/p (Sigma Chemical, St. Louis, Missouri,Estados
Unidos).

Aceite de Oliva (Sigma Chemical,St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

Aceite de Maiz (Sigma Chemical,St. Louis, Missouri, Estados Unidos).
Dextrina de Maiz, tipo Ill, aproximadamente 80% soluble en agua (Sigma
Chemical, St. Louis,Missouri, Estados Unidos).

Mezcla de Vitaminas AIN-76A (ICN-Biochemicals, Cleveland, Ohio, Estados
Unidos).

Mezcla de Minerales AIN-76 (ICN-Biochemicals, Cleveland, Ohio, Estados
Unidos).

Goma Xantano, producida por fermentacion de glucosa por Xanthomonas
campestris (Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

Celulosa, Alfa-celulosa cristalina (Sigma Chemical, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos).
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La composicion de las mezclas de vitaminas y minerales fue la

siguiente:
MEZCLA DE VITAMINAS AIN -76A
COMPOSICION por Kg de mezcla

Tiamina, clorhidrato 600.00 mg
Riboflavina 600.00 mg
Piridoxina, clorhidrato 700.00 mg
Acido nicotinico 309
D-pantotenato de calcio 169
Acido folico 200.00 mg
D-Biotina 20.0 mg
Cianocobalamina - Vit. By, 1.0 mg

Retinol, palmitato; Vitamina A,

250000 U/g 1.6 mg
DL-alfa-tocoferol, acetato;

Vitamina E, 250 U/g 20.0g
Colicalciferol; Vit.D3

400000 U/g 250.0 mg
Menaquinona; Vit. K 50.0 mg
Sacarosa, finamente pulverizada 9729¢
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MEZCLA DE MINERALES AIN - 76

COMPOSICION

por Kg de mezcla

Fosfato célcico dibasico
Cloruro sédico

Citrato potasico monohidratado
Sulfato potasico

Oxido de magnesio

Carbonato manganoso(43-48%Mn)
Citrato férrico (16-17% Fe)
Carbonato de Zinc (70% Zn)
Carbonato cuprico (53-55% Cu)
Yoduro potasico

Selenito sodico

Sulfato cromico-potasico

Sacarosa finamente pulverizada

500.0 g
74049
220.0g
52.0 g
240¢
35¢
6.0g
1649
300.0 mg
10.0 mg
10.0 mg
550.0 mg
118.0g
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3.2. METODOS

3.2.1. Composicion de la dieta.

Las dietas liquidas de composicidon definida utilizadas para el
tratamiento dietético de los animales, se realizé siguiendo fundamentalmente
los trabajos realizados por Estornell et al., en este campo durante los afnos
1986 a 1991, segun las indicaciones del American Institute of Nutrition y
basadas a la forma de administracion liquida segun las indicaciones de Lieber,
S. y De Carli, M. (1982, 1986).

A partir de estos trabajos ensayamos diversas cantidades de lipidos
para nuestro grupo control con el fin de que la ingesta de estos no sobrepasara
los limites fisiologicos y pudiera ser comparada con la de los animales
alimentados con dieta normal de laboratorio.

Asi las condiciones definitivas del tratamiento dietético al que fueron

sometidos los animales de experimentacion fueron las siguientes:
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DIETAS LIQUIDA MODELO 1

COMPOSICION CONTROL
Caseina 520¢g
DL-Metionina 084g
Colina, clohidrato 03g
Aceite de Oliva 8.5¢g
Dextrina 162.7 g
Celulosa 10.0¢g
Goma Xantano 20g
Vitaminas AIN-76A 2649
Minerales AIN-76 91¢9
H.O 1000 ml

En un Segundo modelo de alimentacién experimentado se utilizé la

misma dieta formulada para el Modelo 1, pero variando el tipo de aceite

empleado, en este caso utilizamos aceite de maiz. Siendo las condiciones del

modelo:
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DIETAS LIQUIDAS MODELO 2

COMPOSICION CONTROL
Caseina 520¢g
DL-Metionina 08g
Colina, clohidrato 0.3g
Aceite de Maiz 8.5¢g
Dextrina 162.7 g
Celulosa 10.0¢g
Goma Xantano 20g
Vitaminas AIN-76A 26g
Minerales AIN-76 91¢
H.O 1000 ml

Formuladas de este modo, los dos modelos de dietas suministradas a

los animales de experimentacion correspondieron a la siguiente composicion

en macronutrientes y energia:
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DIETAS LIQUIDAS: MODELO DEFINITIVO

T. de tratamiento:

respecto a los
animales alimen-
tados con dieta de

laboratorio.

30 dias.

COMPOSICION MODELOS 1 MODELOS 2
(por litro de dieta)
DIETAS CONTROL.:
Proteinas:
Lipidos: 528¢ 528¢
Glucidos 85¢g 85¢g
Energia: 166.3 g 166.3 g
960 Kcal 960 Kcal

Ingesta:

Limitada iso- Limitada iso-

energéticamente energéticamente

respecto a los
animales alimen-
tados con dieta de

laboratorio.

30 dias.

Para el calculo de la energia aportada por las diversas dietas liquidas

formuladas, se utilizaron los siguientes coeficientes de energia: caseina 4.27

Kcal/g; aceite de oliva/maiz 8.95 Kcal/g; dextrina 3.96 Kcal/g; sacarosa 3.75

Kcal/g.

La proporcién de Sacarosa presente en las cantidades utilizadas de las

mezclas de vitaminas y minerales fue tenida en cuenta como aporte glucidico.
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De igual modo los suplementos de aminoacidos se consideraron como

aporte proteico.

preparacion de las dietas es la siguiente:

La composicion de acidos grasos del lote de aceite utilizado para la

COMPOSICION (%) ACEITE DE OLIVA ACEITE DE
MAiz
Ac. Palmitico (C-16:0) 8.6 10
Ac. Palmitoleico  (C-16:1) 0.5 0.1
Ac. Margarico (C-17:0) 0.1 0.1
Ac. Margaroleico  (C-17:1) 0.1 0.1
Ac. Esteérico (C-18:0) 3.6 20
Ac. Oleico (C-18:1) 81.3 259
Ac. Linoleico (C-18:2) 4.5 61.4
Ac. Linolénico (C-18:3) 0.5 0.4
Ac. Araquico (C-20:0) 0.4 0.4
Ac. Gadoleico (C-20:1) 0.3 0.2
Ac. Behénico (C-22:00) 0.1 0.1

Los andlisis se realizaron mediante cromatografia de gases en el

Instituto de la Grasa de Sevilla.
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Asi mismo, la cantidad y tipo de antioxidantes que de forma natural

contenian el lote de aceite utilizado fue la siguiente:

COMPOSICION (ppm)

ACEITE DE OLIVA

ACEITE DE MAIZ

Alfa Tocoferol
Gamma-Tocoferol

Delta-Tocoferol

20.9
2.0
4.0

71.3
10.0
240

3.2.1.1. Preparacion, estabilidad y conservacion de las dietas

Las dietas liquidas se prepararon en volumenes pequenos de 1 litro. La
mezcla de componentes se llevd al volumen adecuado con agua en un
recipiente, homogenizandose la mezcla con una batidora doméstica a baja
velocidad y evitando la incorporacién de aire a la mezcla para prevenir la
oxidaciéon de vitaminas y del aceite. La goma xantano, utilizada como
espesante, tarda algunas horas en hidratarse completamente y proporcionar a
la dieta la consistencia adecuada, las dietas recién preparadas no se
administraron a los animales de experimentaciéon hasta transcurridas, al menos
6 horas y tras una nueva homogenizacion.

Todas las dietas ensayadas fueron estables fisicamente tanto durante
el periodo de administracion a los animales (24 horas a 22°C) como durante el

maximo periodo de almacenamiento (4 dias a 4°C).

Puesto que a estas dietas no se les incorporé ningun agente
conservador, cada lote mantuvo a 4°C, en recipiente cerrado, en oscuridad y

durante un periodo maximo de 4 dias.
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3.2.1.2. Administracién de las dietas

Los animales se han dispuestos en jaulas para configurar los distintos
grupos, a los que se les administraron las diferentes dietas durante un periodo
de 30 dias.

* Grupo 1: Dieta Control Modelo 1.
* Grupo 2: Dieta Control Modelo 2.

Para la administraciéon de las dietas liquidas a los animales de
experimentacion se utilizaron recipientes de vidrio especialmente disefiados
para este fin, consistentes en cilindros y abiertos de 45 mm de diametro y de
175 mm de longitud con una capacidad total de 200 ml, provistos de un codo
en su parte inferior con una boca abierta de 12 mm de didmetro y de una
escala graduada en el cuerpo principal, quedando cerrado, por su parte
superior mediante un tapén de silicona de las dimensiones adecuadas (Afora,
Barcelona, Espafa). El disefio de estos bebedores y su disposicion inclinada
en la jaula permitieron el acceso comodo del animal de experimentacion al
alimento, asi como la ingesta de la cantidad total de dieta suministrada.

Diariamente entre 12,00 y 14,00 horas se proporcioné a los animales
de experimentacion la cantidad de dieta conveniente. Valorandose la cantidad

ingerida por diferencia entre la suministrada y la consumida.

Asi mismo se suministro diariamente a los animales alimentados con
dieta sdlida de laboratorio, entre 12,00 y 14,00 horas, una cantidad de dieta
conocida y superior al consumo habitual de estos animales, con el fin de que se
alimentaran “ad /ibitum” La porcion de dieta no consumida fue pesada
transcurridas 24 horas, asi como los pequefios fragmentos hallados en el

interior de las jaulas, obteniendo la ingesta diaria de cada animal.
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3.2.2. Obtencién de muestras biolégicas

3.2.2.1. Aislamiento de organulos subcelulares

Inmediatamente tras la decapitacion de los animales se recogieron 2 ml
de sangre directamente en un tubo coénico graduado conteniendo 0,2 ml de
heparina Rovi 5% para evitar la coagulacion.

A continuacién se extrajeron el higado y la grasa blanca de la zona
abdominal y toda la grasa parda de la parte dorsal del térax. Las muestras se
lavaron con una solucion de NaCl 0,9% a 4°C como paso previo a su
procesamiento. A partir de este momento todos los pasos se realizaron a 4 °C.

Para el aislamiento de organulos subcelulares se siguié el
procedimiento descrito por Graham, J. (1978) para la elaboracién de
homogenados y aislamiento de fracciones por centrifugacion diferencial.

Cada gramo de higado se homogeniz6 con 12 golpes de embolos en
un Potter Evelheim a 1.020 r.p.m., en un médio de tampén Tris-HCI 10 mM, con
sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM, pH 7,4 en la proporcion 1:4 (p:v).
Posteriormente fue filtrado a través de una gasa fina.

A continuacion el homogenizado se centrifugé a 4.000 r.p.m., 20 min.
Un mililitro del sobrenadante de esta centrifugaciéon se guardé a 20°C para las
determinaciones en higado total.

La grasa blanca y parda se homogenizaron y centrifugaron de la misma
forma que el higado. Los sobrenadantes obtenidos fueron congelados a -20 °C

para posteriormente realizar las determinaciones de las enzimas antioxidantes.

3.2.2.2. Tratamiento de sangre

Los dos mililitros de sangre se centrifugaron a 3.000 r.p.m.
guardandose el sobrenadante a -20°C para la determinacion del
malondialdehido (MDA).

Al precipitado se le afiadié un volumen de agua bidestilada igual al del
sobrenadante y tras agitar en vortex se dejo 2 horas a 4 °C para producir

hemdlisis. Se recogieron alicuotas de 0,4 ml del hemolizado que se guardaron
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a -4 °C para posterior determinacion de la glutatiéon peroxidasa, hemoglobina y
GSH.

Para precipitar la hemoglobina se afiade cloroformo:etanol (3:5 v/v) y
0,3 ml de agua bidestilada. Se agité y a continuacion se centrifugd a 3.000
r.p.m., 10 minutos y se recogié el sobrenadante en un Eppendorf para el
posterior estudio de la superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (Maral, J. et al.
1977).

3.2.3. Determinacion de Proteinas

La cantidad de proteina total en los diferentes tejidos estudiados de los
animales de experimentacion se determiné por la reaccién de biuret, utilizando
el kit colorimétrico de la casa Boehringer Mannheim. Se siguié el método de
Weichsellbaum, T.E., 1946.

La reaccién consiste en la formacién de un complejo proteinas-cobre
en medio alcalino, donde los iones Cu (Il) forman un tetraligando con diversos
grupos disponibles de los aminoacidos de las proteinas especialmente con los
enlaces peptidicos adyacentes a residuos de histidina, arginina y glutamato. Se
realizé la determinacién espectrofotometricamente a 546 nm.

Este método es bastante fiable, porque proporciona un rango de 5 a
100 ug por muestra, y es preferido este ensayo frente a Lowry, por las elevadas

interferencias ejercidas en este ultimo por la presencia de sacarosa.

3.2.4. Determinaciéon de Hemoglobina

La cantidad de hemoglobina fue valorada a través del test colorimétrico
de la casa comercial Boehringer Mannheim, y segun el método de Van
Kampen, E.J. y Zijlstra, W.G. (1961), y basado en la reaccién:

Hb + Cianuro + Ferrocianuro ---------- > Hb-Cianuro

Se realizé la determinacion espectrofotométricamente a 546 nm.

92



MATERIALES Y METODOS

3.2.5. Determinacién de Malondialdehido (MDA).

Para cuantificar la cantidad de MDA se sigui6 el método de Santos M.,
J. Valles, J. Aznar. (1980 ). Tras centrifugar la sangre a 3.500 r.p.m. se tomé
0,1 ml del sobrenadante (ppp= plasma pobre en plaquetas) y se afiadieron 0,45
ml de suero fisiolégico 0,9%, 1 ml de &cido tricloacético 100% (100g de TCA en
100 ml de HCI 0,6 N) y 0,2 ml de ac. tiobarbiturico.

A continuacién se incubé a 100 °C durante 30 min., se dejo enfriar
durante 10 6 15 min., y se afiadieron 2 ml de agua bidestilada; se agit6é y
centrifugé a 3.000 r.p.m., 10 min.

El sobrenadante se midié espectrofotométricamente a 532 nm. Las
muestras se hacen por duplicado, y se hacen dos blancos cuya absorbancia se
restar4 de las muestras. El incremento de absorbancia es proporcional a la

cantidad de MDA presente en el medio.

3.2.6. Sistemas Enzimaticos Antioxidantes

3.2.6.1. Superoxido Dismutasa (SOD)

Para la determinaciéon de la SOD se siguié el método de Fridovich,|
(1986). Se basa en la capacidad de los aniones superoxido para la reduccion
del citocromo C oxidado y la inhibicién de esta reaccion por la enzima. La
descomposicién de la xantina como fuente de aniones superéxido por parte de

la enzima xantina oxidasa (X.0.), se basa en la siguiente reaccion acoplada:

X.0. SOD(mueslra)
l
Xantina ------- > Ac. Urico + 0y------mmmm-- >H,0,+ 0,

C+++ --->C++

La cantidad de citocromo C reducido en presencia de muestra que se
medid espectrofotométricamente a una longitud de onda de 546 nm, nos indica

la cantidad de SOD existente.
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3.2.6.2. Catalasa (CAT)
Para la determinacion de la catalasa se siguié el método de Claiborne

A.J. (1986), basada en la siguiente reaccion:

p]x I Jp— > 2H,0 + 0,

La reduccion del peréxido de hidrégeno por unidad de tiempo medido
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 240 nm a una
temperatura de 25 °C, es proporcional a la cantidad de catalasa existente en la

muestra.

3.2.6.3. Glutation Peroxidasa (GPX)
Se siguidé el método de Wolfgag A. Gunzler y Leopold Flohe (1986)

basado en la reaccién acoplada:

2GSH + ROOH ------- > GSSG + ROH + H,0

Por otra parte la enzima glutatién reductasa catalisa la siguiente

reaccion:

GSSG + NADPH + H ---mm-- >2 GSH + NADP'

El glutation oxidado (GSSG) formado por la reaccion de la glutation
peroxidasa es continuamente reducido por un exceso de la actividad de
glutatién reductasa, proporcionando un nivel de GSH. La oxidacién del NADPH

se sigue espectrofotometricamente a 340 nm y a una temperatura de 37°C.

Para la determinacion de la glutatién peroxidasa se traté el hemolizado
con hexacianoferrato (Il) y cianuro en exceso con la finalidad de formar

cianometahemoglobina estable y no reactiva.
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Para la cuantificacion de los extractos tisulares se utiliza como sustrato

peréxido de hidrégeno, y la catalasa es inhibida previamente con acida sddica.

3.2.7. Determinacion de Glutation Reducido (GSH)

Se sigui6 el método de la Glutatién-S-Transferasa descrito por Brigelius
et al. 1983, basado en la siguiente reaccién:
G.S.T.
GSH + CDNB -------===----- > GS-DNB ClI,

CDNB-= Clorodinitrobenceno

G.S.T.= Glutation-S-Transferasa

El GS-DNB se determino espectrofotométricamente a una longitud de onda de
340 nm.

3.2.8. Estudio en hepatocitos aislados de rata.

3.2.8.1. Aislamiento de células hepaticas

Los hepatocitos fueron aislados siguiendo el principio general de
perfusion descrito originalmente por Berry y Friend, 1969 y mas tarde por
Seglen en 1972 y 1974. La técnica quirurgica asi como otras modificaciones
utilizadas normalmente en nuestro laboratorio, se resumen a continuacion:

Se utilizaron rata macho de tipo Wistar entre dos y tres meses de edad
que fueron anestesiadas con pentotal sédico, a la dosis de 62,5 mg/Kg de
peso. Para evitar la formacion de trombos se le administra heparina 5% una
dosis de 2 ml/Kg, via intravenosa a través de la vena safena. A continuacion se
cortd la piel y posteriormente la pared muscular abdominal desde el limite
superior de la regién pubica hasta tropezar con el apéndice xifoides.

Se pasa una ligadura por la vena cava por encima de la
desembocadura de las arterias renales, y otra por la vena porta unos 2 cm

antes de su entrada en el higado: ambas se dejan sin anudar.
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Posteriormente se procede a una toracotomia amplia, de forma
triangular, de base inferior a nivel diafragmatico y vértice superior a la altura del
final del manubrio esternal (Rowet, 1975) y se pasa una nueva ligadura a nivel
de la cava posterior en su desembocadura en auricula derecha, que también se
deja sin anudar. A continuacién se introduce una canula de plastico de 1,5 mm
de diametro, que se lleva hasta la desembocadura de la cava posterior,
dejando la punta a 1-2 cm del diafragma. Hecho esto, la ligadura se cierra y se
pone en marcha el sistema de perfusiéon e inmediatamente después se anuda
la cava posterior 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 sin calcio (con el fin de debilitar las uniones intercelulares)
siendo la velocidad de flujo de 20 ml/min. durante 10 min., a 37°C y saturado
de O,-CO, 95/5%. Esta etapa tiene por objetivo lavar el higado de sangre y
disminuir el calcio extracelular para asi favorecer la disgregacion del 6rgano
(Seglen, 1973a; Seglen, 1973b).

Posteriormente se procedié a aislar el higado del resto de los 6rganos
y se inicié su perfusion con tampdn con colagenasa (30 mg de colagenasa/4.3
ml de cloruro calcio + 40 ml de Krebs-Henseleit con calcio) en un circuito
cerrado (flujo:20 min/ml; tiempo:12-15 min.; 37°C; O,-CO 5, 95/5%).

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 matraz erlenmeyer de 250 ml en un bafo
a 37°C con agitacion y continuamente gaseando con una mezcla de 0,-CO,
(95/5%). Al cabo de 10 minutos la mezcla se pasa por un tamiz de nylon de 100
micrometros de diametro para quitar los restos de parénquima o tejido
conectivo de higado que no se disgregaron.

El siguiente paso consiste en una Las células fueron centrifugacién de
la muestra a 500 rpm durante 3 min., con el objetivo de remover los restos
celulares, las células dafadas y las células no parenquimales, (Guillouzo y

Guguen-Guillouzo, 1986); se decanta el sobrenadante y resuspende otra vez
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con tampon Krebs suplementado con Calcio a 37°C. Se centrifuga de nuevo a
la misma velocidad y se decanta el sobrenadante y se pesa el sedimento; el
peso del sedimento representa aproximadamente el peso humedo de las
células; se resuspende en una proporcion de 10 ml/g de célula. La suspensién
asi conseguida contiene entre 9-11 mg de peso seco de células por ml (Krebs
A. et al, 1979).

La suspensién celular es utilizada para los estudios metabdlicos, los
meétodos se explicaran en los apartados correspondientes.

Los estudios metabdlicos utilizan normalmente 2 ml de suspension
celular a la que se afaden 2 ml de Krebs-Henseleit que contienen los sustratos
necesarios para el estudio que vayamos a realizar. La suspension hepatica fue
distribuida en matraces de 25 ml . La incubacion se realizé a 37° C con

agitacion suave y constante a una atmosfera de O,-C0O,-95/5%.

Las incubaciones se interrumpen al cabo del tiempo deseado con acido
perclorico al 20% (2% concentracion final). Los sobrenadantes acidos se
neutralizan con hidroxido potasico (20%). Los sobrenadantes neutros son
utilizados para las determinaciones analiticas.

Para averiguar la cantidad de células por ml de suspension, se toman 2
ml y se secan en una estufa. Igualmente se toman 2 ml de la solucion salina
Krebs-Henseleit y se secan en la estufa.

La diferencia entre el peso seco de la suspencién celular y el peso
seco de la solucién salina nos da el peso seco de la célula. Para obtener el
peso humedo de la misma, basta multiplicar el peso seco por 3.7 (Krebs, et al.
1979).
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3.2.8.2. Preparacién de reactivos utilizados
< Azul Tripan salino:
Consiste en una mezcla en proporciéon 1:1 (v/v) de hepatocitos con
una solucion de azul tripan al 0,2 % en CINa al 0,9% (Krebs et al. 1979).

7

« Tampodn Krebs-Henseleit carente de Calcio (Caz").

Cloruro SOdico (CINA) 0.9%.......ueeiiieiiiiiieiiiee e 910 ml
Cloruro Potasico (CIK) 1.15% ....coveiiiiiiiiiiiiiiee e 40 ml
Fosfato monopotasico (PO4H2) 2.11% .eoevvveeeeeiiiiieieeeeee, 10 ml
Sulfato de magnesio Heptahidratado(SO,Mg+7H,0) 3.82%............. 10 mi
Carbonato monosddico (CO3HNa) 1.30%.....uveeeeeiiiiieieiiiiieeeeeie, 30 ml

De ésta mezcla se toma 300 ml y se le afade 48 ml de Carbonato
Monosadico 1.30% y un quelante Etilén glicol tetraacético (EGTA) previamente
llevado a un pH 7 con hidréxido sédico, la concentracion final del quelante es
de 0.5 mM (Seglen 1972, 1973 a y b); luego se gasean con O,/CO, (95/5% v/v)
hasta conseguir un pH comprendido entre 7,2-7,4, a 37°C y se prepara el dia
previo al experimento.

7

+ Tampoén Krebs-Henseleit suplementado con Calcio (Ca2+)

Cloruro S6dico (CINa) 0.9 ... 880 ml
Cloruro Potasico (CIK) 1.15% ...ccoiveiiiiiiiiieeeiee e 40 ml
Fosfato monopotasico (PO4H2) 2.11% ..coovvveeeeiiiiieeeeiieee e, 10 ml
Sulfato de Magnesio Heptahidratado (SO,Mg+7H,0) 3.82%  10ml
Cloruro Calcio (Cl2) 0.11% weeeveeiiiiieeeeiieeeee e 30 ml
Carbonato monosddico (CO3HNa) 1.30% ..eveeeeevviiieeeeiiiiiieeene 30 ml

A un volumen de 200 ml de esta mezcla se le afiadieron 32 ml de
Carbonato monosédico 1,3%; luego se gasean con O,/CO, (95/5 v/v) hasta
conseguir un pH comprendido entre 7,2-7,4, se usa a 37 °C y se prepara el dia

previo al experimento.
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El Krebs-Henseleit carente de calcio, es el primer medio utilizado en la
perfusion para limpiar el higado. Una vez limpio se prepara el tampdn con

colagenasa.

< Tampodn Colagenasa

-30 mg Colagenasa tipo IV (E.C.3.4.24.3) Sigma N°C-5138, con una actividad
enzimatica de 512 unidades/mg liofilizado.
-4.3 ml Cloruro Calcio 0.11%40 ml K-H suplementado con Calcio.

-Preparar en el momento previo a la perfusion del higado.

3.2.8.3. Incubacion de los hepatocitos aislados y preparacion de muestras

para analisis.

1) Medidas de Viabilidad Celular

Normalmente la pérdida de viabilidad de las células se relaciona a una
pérdida de la funcionalidad de la membrana celular. Esta se evallua por
cambios en la permeabilidad considerando que una célula cuya membrana es
permeable ha sufrido dafios severos e irreversibles. La viabilidad se determiné
con azul tripan. Normalmente el azul tripan es expulsado por una célula viable y
falla esta expulsion en células dafiadas tinéndose marcadamente su citosol y
nucleo, y adhiriéndose ligeramente a la superficie celular.

Las células fueron contadas en una camara de Buerke (previa adicion
del colorante) utilizando para ello un microscopio 6ptico (aumento 20X). Las
células viables se distinguen de las dafiadas por el colorante azul del citosol.

El porcentaje de células viables fue superior al 85% en todos los casos
en los que se realizaron estudios metabdlicos. Aquellas incubaciones con

indices de viabilidad inferiores fueron desechadas.
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2) Estudio metabdlico de los hepatocitos aislados de ratas

alimentadas con dietas control de oliva y maiz

En este trabajo se estudiaron los hepatocitos aislados de los animales
tratados con dieta liquida control a base de aceite de oliva y maiz, (referida en

el apartado de material y métodos).

Las incubaciones de los hepatocitos se realizaron en una bateria de

Erlenmeyers provistos de tampdn de caucho, cuya capacidad es de 25 ml.

Los matraces controles de tiempo cero, no se incuban a 37°C y se les
deja en hielo, por lo que el volumen total (2 ml) corresponde al medio de K-H-
Ca™. A este volumen afiadimos 2 ml de suspensién celular equivalente
aproximadamente a 85 mg de peso humedo de hepatdcitos. Con ello
obtenemos un volumen final de 4 ml por matraz. La forma de proceder es la

siguiente:

A los matraces considerados tiempo Inicial (cero), separamos alicuotas
e inmediatamente se le afadié 0,4 ml de acido perclérico (PCA) 20% para
detener los procesos metabdlicos celulares. Estos matraces se les deja en
hielo.

Seguidamente extraemos 2 ml. de células de la suspension de
hepatécitos que debemos estar agitando suave y continuamente para que se
mantenga homogénea y los introducimos en el primer Erlenmeyer de tiempo 60
minutos. Inmediatamente se comienza a gasear el matraz con una mezcla de
0,/CO; (95/5, viv, durante 30 segundos. Una vez gaseado el matraz se cierra
herméticamente con el tampén de caucho y se deposita en el bafio

termostatizado (37°C) con una agitacién constante.

Transcurrido el tiempo de incubacion todas las reacciones se pararon
mediante la adicion de acido perclorico al 20%, siguiendo el mismo orden en el

que fueron introducidas en el bafio.
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Seguidamente pasamos el contenido de los Erlenmeyers a una bateria
de tubos numerados. Estos son centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos
y a continuacién decantamos el sobrenadante de los tubos en otra bateria de

tubos numerados.

Después procedemos a neutralizar las muestras. Para ello anadimos
una gota de indicador universal y vamos afiadiendo KOH al 20% hasta que
conseguimos neutralizar la muestra. La muestra neutra queda asi lista para
analisis. Caso que no se vaya a hacer determinaciones inmediatamente la

muestra debe congelarse.

Mediante el procedimiento expuesto hasta ahora, obtenemos las
muestras para la mayoria de los analisis. Las determinaciones de MDA, LDH,
GSH requieren un tratamiento especial de las muestras, que se describe a

continuacion.

a) Preparacion de muestras para la determinacion de MDA.

El método es similar al general, salvo que al finalizar la incubacion y
antes de tratar las células con PCA 20%, debemos separar una fraccion
alicuota (0,5 ml) que iremos depositando en una bateria de Eppendorf que
contienen 100 pl de acido tricloacético al 50%.

Luego continuaremos el procedimiento segun se expone en el
apartado de analisis de muestras, para la determinacién del MDA.

b) Preparaciéon de muestras para la determinacién de LDH.

Para determinaciones de LDH, al finalizar la incubacién y antes de

destruir las células con PCA 20%, se extrae una alicuota de 0.5 ml y se
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deposita en una bateria de Eppendorf numerados. Estos Eppendorf son
centrifugados a baja velocidad a 500 rpm durante 5 minutos, para evitar la
ruptura de las membranas celulares y la consiguiente liberacion de la LDH
citosdlica. Una vez centrifugados se decanta el sobrenadante en otra bateria de

Eppendorf numerados que debe ser inmediatamente analizada.

c) Preparaciéon de muestras para determinaciéon de GSH

Para hacer la determinacién de GSH por el método de la GSH-
transferasa la muestra debe estar acida. Para ello, una vez tratadas las células
con PCA al 20% y centrifugadas, separamos una alicuota de 0.4 ml, que debe
permanecer acida. Esta fraccion no se neutraliza hasta instantes antes de su
anadlisis. Para neutralizarla utilizamos CO3;K,, midiendo el pH con papel
indicador. El resto del analisis se especifica en el apartado correspondiente de

analisis de muestras.

3.2.9. Determinaciones de metabolitos por métodos enzimaticos.
Todos los analisis realizados han sido hechos mediante procedimientos
espectrofotométricos que tienen como caracteristicas fundamentales su rapidez

y sensibilidad.

La produccion o el consumo de una sustancia durante una reaccién
enzimatico son directamente proporcionales a la variacion de su absorcion

Optica.

Asi pues, conocido el coeficiente de absorcién molar de la sustancia
que absorbe especificamente la luz, y el volumen de la solucion, podremos

saber la concentracién de la sustancia en el medio y por tanto en la célula.
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3.2.9.1. Determinacién de piruvato
Fue utilizado el método descrito por Czok y Lamprecht (1974), el cual

se fundamenta en la siguiente reaccion:

LDH
PIRUVATO + NADH + H" ---eeeeeeev > L-LACTATO + NAD"*

(LDH) = Lactato Deshidrogenasa. (E.C. 1.1.1.27).

La cantidad de piruvato transformado fue medida mediante la

disminucién de absorbancia del NADH a una longitud de onda de 340 nm.

3.2.9.2. Determinacioén de L-lactato
Fue utilizado para su determinacion el método de Ingeborg Gutman vy

August Wahlefed, (Bergmeyer 1974), basado en la siguiente reaccion:

LDH
L (+) LACTATO + NAD * -==-nnnne- > PIRUVATO + NADH + H*

(LDH)= Lactato Deshidrogenasa. (E.C. 1.1.1.27).
El NADH formado fue medido espectrofotometricamente por el cambio

de absorbancia a 340 nm. Este es proporcional a la cantidad de Lactato

presente en la muestra.
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3.2.9.3. Determinacién de acetoacetato
Para la determinacion del Acetoacetato seguimos el método descrito

por Mellanby J. y Willianson D.M. (1974), basado en la siguiente reaccion:

3HBDH
D - (-)-3-HO-BUTIRATO + NAD"-------- ACETOACETATO + NADH + H"

(3-HBDH)= 3-B- OH- Butirato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.30).

La oxidacion del NADH, medida espectrofotometricamente a 340 nm, es

proporcional a la cantidad de Acetoacetato presente en la muestra.

3.2.9.4. Determinacién del D- (-) - 3 Hidroxibutirato
Para la determinacion de D-(-)-3Hidroxibutirato se siguié el método de

Willianson, D.H., Mellamby J. (1974), basada en la reaccion:

3HBDH
D - (-)-3-HO-BUTIRATO + NAD" -=----- ACETOACETATO + NADH + H'

(3-HBDH)= 3-B- OH- Butirato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.30).

La cantidad de NADH formado y medido por el incremento de
absorbancia a 340 nm es proporcional a la cantidad de D-(-)-3-HO-Butirato

presente en la muestra.

3.2.10. Determinacién de Glutation Reducido (GSH).
El GSH se ha medido segun el método de la Glutation-S-Transferasa

descrito por Brigelius et al. 1983. Método ya descrito anteriormente.
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3.2.11. Determinacién de la actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH).
Se utilizé la técnica de Hakala (descrita por Bergmeyer et al 1974),
basada en la conversién del piruvato en lactato.
LDH
PIRUVATO + NADH + H" --eeeeeeeeees > LACTATO + NAD"

La oxidacion del NADH medida espectrofotometricamente a 340 nm, es

equivalente a la cantidad de LDH de la muestra.

La fraccion alicuota obtenida no es sometida, a diferencia del resto, a
la accion del acido perclérico, ya que esto produciria desnaturalizacion y
precipitacion de enzimas celulares. Las células son centrifugadas a 500 rpm,
durante 5 minutos. Una mayor velocidad produciria la rotura de membranas
(Rodriguez Jerez, 1984).

3.2.12. Determinacién de Malondialdehido (MDA).
Se cuantific6 espectrofotométricamente (535 nm) las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), (Valenzuela, 1991b).

Protocolo: a 500 microlitros de muestra proveniente de la suspension celular,
se le adicion6 100 microlitros de TCA 50%, se agité con vortex y centrifugd a
3000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante resultante se separd y utilizé
para la determinacién de los TBARS. Tras adicionar 700 microlitros de TBA
0,67% a un volumen de 350 microlitros del sobrenadante separado, se
procedié a calentar la muestra durante 10 min. a 100°C. Una vez que las
muestras se han enfriado, se afiadié 1 ml de n-butanol. Volvemos a centrifugar
a 3000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se determind
espectrofotométricamente a 535 nm. el incremento de absorbancia es

proporcional a la cantidad de MDA liberado al medio.
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3.2.13. Andlisis de 8 oxo 2’deoxiguanosina (8-oxo-dG) en DNA de higado

de rata.

Para estudiar los niveles basales del dafo oxidativo inducido en el DNA
digerido de higado de rata, se midié la base modificada 8-oxo-dG, mediante
HPLC-EC. La cantidad de 8-oxo-dG digerida se mide mediante detector

electroquimico y U.V., segun describe Muiiz P., et al. 1995.

Este método permite medir 8-oxo-dG, marcador del dafio oxidativo del
DNA, a nivel de fentomoles en DNA de tejidos de ratas normales, lo que
permite que se aplique al analisis de bases modificadas causadas tanto por
procesos endégenos como por mecanismos exdgenos inductores de estrés

oxidativo.

3.2.13.1. Extracciéon de DNA

El DNA geondmico fue aislado siguiendo el método de Gupta (1984)
con las modificaciones descritas por Frenkel et al. 1991. Un gramo de higado
fue homogenizado en SDS 1%/1mM EDTA e incubado a 38°C con proteinasa K
(500 pg/ml). Posteriormente se hizo sucesivas extracciones con fenol y SEVAG
(Cloroformo:isoamialalcohol (24:1)) en tubos de propileno. Las fases fueron
separadas por centrifugacién y de la fase acuosa se precipité el DNA con la
adiccion gradual de etanol. Para eliminar los restos de RNA se incub6 a 38°C
durante 30 minutos con una mezcla de RNasa A. Después de una nueva
extraccion con SEVAG y precipitacion con etanol se disolvié el DNA purificado
en 2 ml de tampodn Tris-CLH 10 mM y se determiné espectrofotométricamente
su concentracion (unidad de Ay equivale a 50 uyg de DNA) y su pureza
(Aze0/Azgo= 1.7-1.9).

3.2.13.2. Digestion del DNA
El DNA aislado fue lavado dos veces con etanol 70%, secado, y diluido
en 200 pL de Tris-HCI 10 mM , pH 7,0, para su digestion enzimatica, descrita

anteriormente por Frenkel et al (1991). Brevemente para la digestion se utilizé
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0,5 pyg DNA/pL de muestras con 100 unidades de DNase | en 40 uL de Tris-HCI
10 mM, se incubd durante 1 hora a 37°C. Para reajustar el pH de la reaccion

resultante de la mezcla se pipeteo 15 ul de Acetato se Sodio 0,5 M (pH 5,1).

A continuacion se afiadi® 10 pL de nucleasa Pl (5 unidades) y
incubamos durante 1 hora. Después de reajustar el pH con 100 yL de Tris-HCI
0,4 M a pH 7,8 la muestra fue digerida con fosfatasa alcalina, y todas las
muestras fueran incubadas por 1 hora mas. Tras el tiempo de incubacion,

filtramos las muestras (filtros 0,22 p), con el objetivo de cuantificarlas.

3.2.13.3. Cuantificacion de 8-oxo-dG

El analisis de 8-oxo-dG en el DNA digerido fue medido usando HPLC-
EC y empleando columnas Waters ODS (2.5x0,46 i.d.; 5y tamafio de poro). La
cantidad de 8-oxo-dG fue medido con deteccion electroquimica (LCED),
descrita por Muiiz P., et al. 1995. Las condiciones de lavado fueran descritos
por Richter et al. 1988, utilizando filtros y vacio con una solucidon tampén de
Fosfato 50 mM, pH 5,5, con 10% de metanol. La cantidad de dG (2’
deoxiguanosina) fue cuantificada por absorbancia U.V. situada en linea entre la
columna del HPLC-EC y el detector electroquimico. Las muestras patron de dG

y 8-0x0-dG fueran analizadas a fin de garantizar una buena separacion.

Las concentraciones de estas bases fueron calculadas respecto a sendas

curvas de calibracién y expresadas como fentomoles de 8-oxo-dG / 10° dG.
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3.2.14. Tratamiento estadistico de los resultados.

Todos los resultados experimentales se han expresados como la media

y desviacion estandar (DS).

Para comparar medias de dos grupos de determinaciones y averiguar
se la diferencia entre ambas es significativa o debida al azar, se ha calculado la
“t” de Student.
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4. RESULTADOS

4.1. VALIDACION DE ALIMENTACION CON DIETAS LIQUIDAS CONTROL.

Utilizamos en este trabajo el modelo de alimentaciéon con dietas
liquidas control de composicién definida, en donde la alimentacion se realiza
unicamente variando el tipo de lipidos, en este caso aceite de oliva y maiz y
manteniendo las mismas proporciones en macronutrientes y energia, para
posteriormente realizar un estudio del metabolismo oxigénico en diversos
tejidos.

Con el objetivo de establecer una relacion entre los resultados
obtenidos y los datos previamente conocidos sobre este metabolismo, y
también como estimacion del efecto de las diferencias cualitativas entre ambos
tipos de dietas, ajustamos el porcentaje de lipidos de nuestra dieta Control al
porcentaje que incorpora nuestra Dieta sélida de laboratorio. Se utilizé caseina
pura (52.8g/l) como fuente proteica y la dextrina (162.7 g/l) como fuente
glicidica principal junto a la sacarosa (3.6 g/k) utilizada en las mezclas de
vitaminas y minerales y como fuente lipidia el aceite de oliva y el aceite de maiz
(8.5 g/l).

La composicion de estas dietas esta detallada en la seccién

correspondiente del capitulo de Material y Métodos.

La dieta diaria ingerida por los animales (aproximadamente 60 ml con
las dietas liquidas y 17,4 gr. con la dieta sélida de laboratorio) contiene la

siguiente proporcidon de macro nutrientes y energia:
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TABLA 07: COMPOSICION DEFINITIVA

NUTRIENTE Kcallg PIENSO CONTROL
Proteinas 4,27 3,12 3,12
Lipidos 8,95 0,52 0,50
Glucidos 3,85 10,96 9,85
Energia(Kcal/dia) 60,16 55,71

Basandonos en esta formulacion, utilizamos dos tipos de dietas

(detalladas en el apartado de Material y Métodos).

Los animales de los grupos Control, tanto los tratados con aceite de
oliva como de maiz, recibieron la dieta correspondiente de 960 Kcal/l durante
un periodo de 30 dias. La ingesta de los grupos Control alimentadas con esta
dieta liquida fue limitada isoenergéticamente respecto al grupo de animales

alimentados con la dieta soélida de laboratorio.

Los animales que tomaban dieta soélida de laboratorio fueron

alimentados “ad /ibitum”y también se les hizo un seguimiento durante 30 dias.

Los valores de ingesta diarias y totales de nutrientes y energia en

relacion con las dietas Control se muestran en la Tabla 08.
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TABLA 08: TRATAMIENTO DIETETICO

INGESTA DE PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAIiz
NUTRIENTES (9) (ml) (ml)
Volumen de dieta
Diaria (24h) 17,4+0,8 59,88+0,65 64,2+0,1
Total (30 dias) 503,35+£1.3 1796,49+£19,49 1928,48+1,26
Proteinas
Diaria (g/24h) 3,12+0,1 3,12+0,4 3,34+0,09
Total (g) 90,2+0,4 93,47+1,1 100,48+2,7
Lipidos
Diaria (g/24h) 0,52+0,1 0,50+0,01 0,5310,01
Total (g) 14,75+0,5 15,0 £0,23 16,10+0,34
Glucidos
Diaria (g/24h) 10,96+0,2 9,82+0,12 10,54+0,28
Total (g) 315,37£2,5 294,56+3,48 316,33+8,4
Energia
Diaria(Kcal/24h) 60,16+0,3 55,58+0,67 56,80+1,59
Total (Kcal) 1778,83+2,8 1667,42+20 1704,211£47,67

Los valores corresponden a la media + SD de 8 animales de cada grupo alimentados

con estas dietas durante 30 dias. Se aprecia un ligero incremento de la ingesta diaria y

total de los animales alimentados con las dietas liquidas, sobre todo en el grupo Control

de aceite de maiz.
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TABLA 09: INGESTA DE VITAMINA E

FUENTES CONTROL OLIVA CONTROL MAIiz
(mg/dia)

En dieta 3,11 4,04

En el aceite 0,014 0,16

Total Vit. E 3,12 4,20

Como el principal objetivo de este trabajo es conocer el metabolismo
oxigénico nutricional, es importante destacar la cantidad de vitamina E que
toman diariamente estos dos grupos de animales, con los modelos de dietas
liquidas Controles con aceite de oliva y maiz (960 Kcal/l) durante el periodo
indicado de 30 dias.

Estos resultados muestran que se ha conseguido obtener un modelo
de alimentaciéon con dietas control de composicion definida, sin modificar el

resto de los nutrientes de la dieta.

4.2. DESARROLLO CORPORAL DE LOS ANIMALES

El siguiente paso, una vez establecida la dieta definitiva, fue valorar el
desarrollo de los animales de experimentacion a lo largo del tratamiento

dietético al que fueron sometidos.

En la Tabla 10 se muestra la evoluciéon del peso corporal de los
diferentes grupos de animales control alimentados con las dietas liquidas que
contienen aceite de oliva y aceite de maiz, presentando los datos a intervalos

semanales.
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TABLA 10: DESARROLLO CORPORAL

DIAS DE PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAiz
TRATAMIENTO (6) @) (10)

Dia 0 180+0,00 181129 184 + 17
Dia7 199+0,99 199 + 3,4 201+ 20

Dia 14 219,3+1,59 212+4 217 £ 27
Dia 21 239,55+1,84 2305 238 + 31

Dia 28 259,99+3,34 241 4,7 255 + 34
Incremento Total 79,9+1,55 60,3+4,6 7125
(gramos) eee

Los animales fueron alimentados con dietas soélida y liquida durante 30 dias.
Los grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM (control maiz).

Los valores corresponden a la media + SD y entre paréntesis numero de animales
de cada grupo. Para la significancia se utilizé la t-student comparando:

* P<0,05 °*P<0,01°°*P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
§p<0,05 % P<0,01%%%P<0,005 CO respecto CM.

Como se observa, los diferentes grupos de animales presentaron un
crecimiento relativamente rapido, puesto que el tratamiento se realizé en un
periodo todavia de desarrollo de los animales.

Los animales alimentados con dieta sélida de laboratorio incrementaron
su peso en un 44% durante este periodo, aumentando una media de 79,9
gramos. Los animales alimentados con liquida incrementaron su peso entre un

33 a 38% durante los 30 dias de tratamiento.
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Investigaciones llevadas a cabo sobre este tema apuntan a que este
mayor aumento de peso de los animales puede producirse no sélo a partir de
un incremento del tejido adiposo, sino también a partir de un aumento de la
masa magra, lo que supondria una utilizacion mas eficaz de las proteinas de la

dieta, puesto que la ingesta proteica es similar en ambos grupos.

4.3. DESARROLLO DEL HIGADO Y DEL TEJIDO GRASO

Tras el sacrificio de los animales valoramos la magnitud de dos
importantes masas de tejido graso: el fegjido adiposo blanco (s6lo se cuantifico

la porcidn retroperitoneal) y el tejido adiposo marrén de la zona interescapular.

Asi mismo, incluimos el dato del peso hepético ya que lo necesitamos
para valorar los cambios existentes en él, tanto morfolégicos como funcionales,

en los diversos grupos de animales.

Asi mismo se valoré la contribucién de estas masas adiposas al peso
total del organismo, con el fin de determinar si el aumento del peso del animal

se debia exclusivamente al incremento del tejido adiposo.

El incremento del tejido adiposo en los animales del grupo control maiz

respecto al control oliva, es de un 12,3% (Tablas 11y 12).

Se observa, que los animales de los grupos control maiz
experimentaron un mayor desarrollo hepatico, acorde con su mayor peso
corporal, respecto a los animales de grupos control oliva con una variacion de

peso hepatico del entre un 14,7% (Tablas 11 y 12).
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TABLA 11: DESARROLLO DE TEJIDOS

PESOS (g) PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAiz
Higado Total 9,12+1,44 8,37+0,59 9,60+0,74

(6) (7) (7)%%
Grasa Blanca 1,38+0,30 1,87+0,43 2,1£0,76

(6) ON N
Grasa Parda 0,37+0,06 0,38+0,05 0,35+0,05

(6)

)

(8)

Los animales fueron alimentados con dietas solida y liquida durante 30 dias.
Los grupos estudiados fueron: PI (pienso), CO (control oliva), CM (control maiz).

Los valores corresponden a la media + SD y entre paréntesis numero de animales
de cada grupo. Para la significancia se utilizo la t-student comparando:

* P<0,05 °** P<0,01°** P<0,005 PIrespecto CO, Plrespecto CM.

§p<0,05 % P<0,01%% P<0,005 CO respecto CM.
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TABLA 12: VARIACIONES DE LOS PESOS CORPORALES, DEL TEJIDO

ADIPOSO BLANCO ABDOMINAL E HIGADO EN RATAS CONTROLES.

GRUPOS DE PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIiz %
TRATAMIENTO

Peso Corporal 180+0,00 181 +2,9 184417 +0
inicial (g) (6) (8) (10)
Peso Corporal 259,99+3,34 241+ 47 255 + 34 +5,80
final (g) (6) (8) (10)
Tejido Adiposo 1,38+0,30 1,87+0,43 2,140,76 +12,3
Blanco (g) (6) (6) ()
Higado Total (g) 9,2+1,44 8,37+0,59 9,60+0,74 +14,7

(6)

)

()

Los valores corresponden a la media * SD y entre paréntesis el numero de
animales de cada grupo. En la columna de la derecha, se indica el porcentaje (%)
de cambio encontrado con respecto al valor correspondiente del grupo control
oliva frente al grupo control de aceite de maiz.

4.4. ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO

4.4.1. Valoracion de la actividad de la SOD, Catalasa, GPx, GSH en

diferentes tejidos y compartimientos de la rata.

En la Tabla 13 se reflejan los resultados numéricos de las diferentes

actividades enzimaticas. Las Figuras presentan graficamente las actividades de

estas enzimas en los diferentes grupos de tratamientos.
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TABLA 13: ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES EN HIGADO TOTAL DE
RATAS ALIMENTADAS CON ACEITE DE OLIVA Y MAiz

PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
SOoD 17,5¢1,9 (5) 32,88+7,33 (4)°*** 17,2£3,0 (4) 5
(Ul/mg Prot)
CAT 204,4+23,5(5) 174,5+28,1(5) 158,5+40(9) *
(Ul/g Prot)
GPx 136,2+14,9(4) 145,4+11,6(6) 120+10(8) * %
(Ul/g Prot)
GSH 16,85+3,79(5) 20,4414,6(7) 15,9+2,3(8) %
(mmol/gProt)

La determinacién se realizé6 segun se especifica en el apartado de Material y
Métodos. Los grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM
(control maiz).

Los valores estdn expresados en media * SD y el numero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utilizé la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$p<0,05 % P<0,01 8 P<0,005 CO respecto CM.

4.4.1.1. HIGADO TOTAL

a.- Valoracién de la actividad de la SOD

La Figura 06 presenta graficamente la actividad de la SOD en los
distintos grupos de tratamiento. Se puede apreciar un descenso significativo de
la actividad de esta enzima en un 47% en los grupos control tratados con aceite

de maiz (CM) respecto al grupo control oliva (CO).
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SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

@ SOD(HT)MD
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40
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Figura 06: representacion de los valores obtenidos de la actividad SOD en

higado total de rata.

b.- Valoracién de la actividad de la CATALASA

La Figura 07 presenta graficamente la actividad de la CAT en los
distintos grupos de tratamiento. En el higado, la actividad de ésta enzima es
menor en los grupos control oliva y maiz al comparar con los animales tratados

con dieta sélida de laboratorio (PI). (Tabla 13).

Destacando una disminucién de la actividad enzimatica en el grupo
alimentado con aceite de maiz del 23% con respecto al grupo (Pl), y un ligera

tendencia a disminuir al comparar con el grupo control oliva (CO) 9,16%.
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CATALASA (CAT)
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Figura 07: representacion de la actividad catalasica en higado total de rata.

c.- Valoracion de la actividad de la GLUTATION PEROXIDASA

En la Tabla 13 se describen los valores numéricos correspondientes a
la actividad Gpx. La Figura 08 representa graficamente los valores obtenidos

entre los distintos grupos estudiados.

Los grupos control cuya fuente lipidica es el aceite de maiz presentan
menor actividad enzimatica con respecto a los grupos alimentados con aceite

de oliva y con dieta soélida de laboratorio (Pl).

Sin embargo, nos encontramos que la actividad enzimatica que
presentan los grupos de aceite de oliva, son significativamente superiores (p<

0,005) a los resultados obtenidos con el aceite de maiz.
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GLUTATION PEROXIDASA (GPX)

@ GPx(HT)MD
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Figura 08: representacion de los valores obtenidos de la actividad GPX en
higado total de rata.

d.- Valoracion de los niveles del GLUTATION REDUCIDO

En la Tabla 13 se describen los valores numeéricos correspondientes al
GSH. La Figura 09 representa graficamente los valores obtenidos entre los
distintos grupos de tratamiento.

El GSH en el higado total de los grupos controles tratados con aceite
de oliva se observa un aumento de la concentracion de este tripéptido con

relacidn a los distintos grupos controles estudiados.
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GLUTATION REDUCIDO (GSH)
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Figura 09: representacion de los niveles de GSH en higado total de rata.

e.- Valoracion de los niveles de la 8-OXO- 2 DEOXIGUANOSINA

Para valorar el dafio oxidativo del DNA gendmico, durante el periodo de

tratamiento de los animales alimentados con aceite de oliva y maiz, se ha

cuantificado los niveles de (8-oxo-dG) a partir de DNA extraido del higado de

rata. En la Tabla 14 y Figura 10 se representan estos valores obtenidos entre

los distintos grupos de tratamientos estudiados.

Los resultados obtenidos demuestran que los niveles de (8-oxo-dG)

entre los diferentes grupos controles estudiados, no se observan diferencias

significativas. Sin embargo; estos niveles demuestran una tendencia a

aumentar en los animales tratados con dieta a base de aceite de maiz al

comparar con los grupos de aceite de oliva estudiados.
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TABLA 14: Niveles de 8-OX0O 2’ DEOXIGUANOSINA (8-OXO-dG) en higado

de rata alimentada con aceite de oliva y aceite de maiz

DIETAS PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
CONTROL
8-Ox0-dG/ 10°dG | 2,44 + 0,33 (5) 2,26 + 0,64 (8) 2,54 +1,27 (5)

La extraccion de DNA en higado de rata se realizé6 siguiendo las condiciones
descritas en el apartado de Material y Métodos. Los grupos estudiados fueron: Pl
(pienso), CO (control oliva), CM (control maiz).

Los valores estan expresados en media * SD y el niumero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utilizo la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01, *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$ p<0,05 ¥ P<0,01, %% P<0,005 CO respecto CM.

8-0X0 2’ DEOXIGUANOSINA

O8-o0x0-dG(MD)

»
)

8-0x0-dG/10°dG

=
(5]

Pl co CM

Figura 10: Niveles de (8-oxo-dG) en higado de rata alimentada con aceite de

oliva y maiz.
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4.4.1.2. GRASA BLANCA ABDOMINAL

En la Tabla 15y en las Figuras se reflejan los valores resultantes de las
diferentes actividades enzimaticas en la grasa blanca de rata y en los
diferentes grupos de tratamiento utilizados.

TABLA 15: ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES EN GRASA BLANCA
ABDOMINAL DE RATAS ALIMENTADAS CON ACEITE DE OLIVA Y MAiz

PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
SOD 5,1+0,64 10,06+2,67 7,15+1,98

(Ul/mg Prot) 4) (5)°° ®)°

CAT 43,6+11,5 38,23+12,3 28,68+2,29

(Ulig Prot) (4) (4) 4)*

GPx 30,94+1,91 36,34+2.8 13,92+3,61

(Ulig Prot) (4) (5)° (4)°°° 88

La determinaciéon se realiz6 segun se especifica en el apartado de Material y
Métodos. Los grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM
(control maiz).

Los valores estdn expresados en media * SD y el numero de casos entre

paréntesis. Para la significancia se utilizé la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$P<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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a.- Valoracién de la actividad de la SOD

La actividad de ésta enzima en los grupos controles tratados tanto con
aceite de oliva o con aceite de maiz, presentan una actividad enzimatica
significativamente superior al comparar con los animales tratados con dieta

solida de laboratorio (PI).

Sin embargo, en los grupos controles alimentados con aceite de maiz

se observa una disminucion de la SOD (28,92%) en relacién con el control

oliva.
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Figura 11: representacion de los valores obtenidos de la actividad SOD

en grasa blanca abdominal de rata.
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b.- Valoracién de la actividad de la CATALASA

La Figura 12 presenta graficamente la actividad de la CAT en los
distintos grupos de tratamiento. Se puede apreciar un descenso de la actividad
de esta enzima en todos los grupos controles tratados con aceite de maiz y

oliva con respecto a los de dieta solida de laboratorio (PlI).

El grupo que ingiere aceite de maiz (CM) tiene una actividad
enzimatica menor (24,98%) frente al grupo alimentados con aceite de oliva
(CO).
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Figura 12: representacion de los valores obtenidos de la actividad catalasica en

grasa blanca abdominal de rata.
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c.- Valoracion de la actividad de la GLUTATION PEROXIDASA

La actividad de la enzima GPX disminuye significativamente en los
grupos de tratamiento cuya fuente lipidica es el aceite de maiz. En la Tabla 15
se reflejan en valor numérico la actividad de esta enzima en la grasa blanca de
los distintos grupos de tratamiento. La Figura 13 representa graficamente éstos

valores.

GRASA BLANCA (GPX)

@ GPx(GB)MD

GPx(Ul/g Prot)

Pl co CM

Figura 13: representacion de los valores obtenidos de la actividad GPX en grasa blanca

abdominal de rata.
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4.4.1.3. GRASA PARDA

En la Tabla 16 y en las Figuras se reflejan los valores resultantes de las
diferentes actividades enzimaticas en la grasa parda de rata y en los diferentes
grupos de tratamiento utilizados.

TABLA 16: ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES EN GRASA PARDA DE RATAS
ALIMENTADAS CON ACEITE DE OLIVA Y MAiz

PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
SOD 12,68+0,0 10,12+2,68 11,63+1,86
(Ul/mg Prot) (4) (4) (4)

CAT 36,6+1,96 23,34+1,50 22.81+4,82

(Ulig Prot) (4) 4)°** 6)°°*

GPx 25,54+3 24 17,05+3,14 21,82+2,08

(Ulig Prot) (4) 6)°"* (5)8

La determinacion se realiz6 segun se especifica en el apartado de Material y
Métodos. Los grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM
(control maiz).

Los valores estdan expresados en media * SD y el numero de casos entre

paréntesis. Para la significancia se utilizo la t-student comparando:

* P<0,05 ** P<0,01*** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$p<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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a.- Valoracién de la actividad de la SOD

La actividad de la SOD en la grasa parda es mas irregular que la que
se aprecia en la grasa blanca. Los valores numéricos se presentan en la Tabla

16 y se representan graficamente en la Figura 14.

Los grupos control tratados con aceite de oliva tienen una tendencia a
disminuir esta actividad enzimatica frente a los grupos tratados con aceite de

maiz y pienso.

GRASA PARDA (SOD)

@ SOD(GP)MD

SOD (Ul/mg Prot)
~

Pl co CM

Figura 14: representacion de los valores obtenidos de la actividad SOD

en grasa parda de rata.
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b.- Valoracién de la actividad de la CATALASA

La Figura 15 presenta graficamente la actividad de la CAT en los
distintos grupos de tratamiento. Al relacionar los grupos controles entre si,
observamos una disminucion significativa tanto en los grupos controles
alimentados con aceite de oliva como de maiz (37%) en relaciéon con el de

pienso (PI).

GRASA PARDA (CAT)

@ CAT(GP)MD

N
[$)]
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o
!

CAT (Ul/g Prot)
- N N w w
[&)] o [&)] o ($)]

10

Pl co CM

Figura 15: representacion de los valores obtenidos de la actividad catalasica en

grasa parda de rata.
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c.- Valoracion de la actividad de la GLUTATION PEROXIDASA

En la Tabla 16 se recoge la valoracion numérica de éstos resultados y

en la Figura 16 es la representacion grafica de los resultados.

Al relacionar los grupos controles tratados con aceite de oliva y con
aceite de maiz, con los animales tratados con dieta solida de laboratorio (Pl),
observamos una disminucion significativa de la Gpx sobretodo en los grupos de

aceite de oliva.

GRASA PARDA (GPX)

@ GPx(GP)MD
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Figura 16: representacion de los valores obtenidos de la actividad GPX en

grasa parda de rata.
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4.4.1.4. CELULAS SANGUINEAS

En la Tabla 17 y en las Figuras aparecen reflejados los valores
resultantes de las diferentes actividades enzimaticos en la sangre de rata y en
los diferentes grupos de tratamientos utilizados.

TABLA 17: ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES EN CELULAS SANGUINEAS
DE RATAS ALIMENTADAS CON ACEITE DE OLIVA Y MAIz

PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
SOD 3,98+0,58(5) 4,19%1,10(7) 4,44+0,73(4)
(Ul/mg Hb)
CAT 13,07+2,83(5) 35,4149,71(5) *** 57,21+10,1
(Ul/g Hb) (6)°** 88
GPx 47,8519,12(5) 27,49+12,61(5) ° 50,85+10,1(4)°
(Ul/g Hb)
GSH 0,93+0,08(5) 1,800,47(5) *** 0,80%0,162(6) ¥
(umol/g Hb)

La determinacién se realizé segun se especifica en el apartado de Material y
Métodos. Los grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM
(control maiz).

Los valores estdn expresados en media * SD y el numero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utiliz6 la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$P<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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a.- Valoracién de la actividad de la SOD

Al relacionar los grupos control de aceite de oliva y maiz con dieta
sélida de laboratorio (Pl), no observamos diferencias significativas de esta

actividad enzimatica, (Figura 17).

CELULAS SANGUINEAS (SOD)

@ SOD(SAN)MD
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Figura 17: representacioén de los valores obtenidos de la actividad SOD

en células sanguineas de rata.

b.- Valoracién de la actividad de la CATALASA

La Figura 18 presenta graficamente la actividad de la catalasa en los
distintos grupos de tratamiento. Al relacionar los grupos controles de aceite de
oliva y maiz, se puede apreciar una disminucion significativa del 38% de ésta

enzima en los grupos control tratados con aceite de oliva.
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CELULAS SANGUINEAS (CAT)

@ CAT(SAN)MD
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Figura 18: representacion de los valores obtenidos de la actividad catalasica en

células sanguineas de rata.

c.- Valoracion de la actividad de la GLUTATION PEROXIDASA

Los valores numéricos correspondientes a la actividad de la GPx en
sangre se recogen en la Tabla 17 y en la Figura 19 se representan
graficamente los valores obtenidos entre los distintos grupos de tratamientos

estudiados.

De modo similar a que hemos observado en la actividad de la catalasa,
observamos una disminucion significativa de la actividad GPx en los grupos
tratados con aceite de oliva al comparar con los grupos tratados con aceite de
maiz (45,93%).
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CELULAS SANGUINEAS (GPX)
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Figura 19: representacion de los valores obtenidos de la actividad GPX

en células sanguineas de rata.

d.- Valoracién de los niveles del GLUTATION REDUCIDO

Al valorar los resultados de los distintos grupos de tratamiento con
aceite de oliva y aceite de maiz, observamos que los grupos tratados con
aceite de oliva los niveles de éste tripéptido en la sangre de rata estan
aumentados significativamente un 55% respecto a los grupos tratados con
aceite de maiz, (Tabla 17) y (Figura 20), comportamiento similar observado al

estudiar el GSH en higado total de lo grupos con aceite de oliva (Tabla 13).
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CELULAS SANGUINEAS (GSH)

(umol/g Hb)

2,5

1,5 4
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Figura 20: representacion de los niveles de GSH en células sanguineas de

rata.
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45. ESTUDIO DE LA PEROXIDACION LIPIDICA MEDIANTE LA
DETERMINACION DEL MALONDIALDEHIDO (MDA) EN PLASMA

Los valores correspondientes a la concentracion de Malondialdehido
(MDA) se recogen en la Tabla 18 y en la Figura 21 se representan

graficamente los resultados obtenidos.

Al valorar los resultados de los distintos grupos controles de
tratamiento, no encontramos concentraciones significativas de peroxidacion

lipidica.

TABLA 18: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
MALONDIALDEHIDO EN PLASMA DE RATAS ALIMENTADAS CON
ACEITE DE OLIVA Y MAIz

DIETAS MDA (nmol/ml)
PIENSO 532,8+130(6)

CONTROL OLIVA 596.5+155.8(7)
CONTROL MAIZ 608,43+113(5)

La determinacion se realiz6 segun se especifica en el apartado de Material y
Métodos. Los grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM
(control maiz).

Los valores estan expresados en media * SD y el nimero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utiliz6 la t-student comparando:

* P<0,05 ** P<0,01 °*** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$p<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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MDA EN PLASMA
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Figura 21: representacién de los valores obtenidos de la concentracion de MDA

en plasma de rata.
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4.6. INTERACCIONES METABOLICAS EN LOS HEPATOCITOS AISLADOS
DE RATA

Para este estudio metabdlico hemos empleados hepatocitos aislados
de ratas, sometidas a una dieta liquida a base de aceite de oliva y maiz. La
Incubacién se realizé a 37°C durante 60 minutos con agitacién suave y
constante a una atmésfera de O,-CO, 95/5%, detallado en el apartado de

Material y Métodos.

4.6.1. Estudio de la liberacion de LDH en hepatocitos aislados de ratas

En la Tabla 19 se presentan numéricamente los valores obtenidos de
LDH liberada al medio de incubacion por los hepatocitos aislados de rata de los
distintos grupos de tratamiento.

Al relacionar los grupos control de aceite de oliva, encontramos una
disminucion significativa de las concentraciones de LDH (83%) a lo largo de la

incubacion al comparar con el control maiz.

Este efecto protector inducido por el aceite de oliva es mas significativo

que en los grupos de aceite de maiz.
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TABLA 19: ESTUDIO DE LA LIBERACION DEL LDH EN LOS
HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA ALIMENTADAS CON ACEITE DE
OLIVA Y ACEITE DE MAIZ.

LDH PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
Ul/g. cels.

Control 67,33+ 92,19+ 101,90 =

T= Cero 4,93(6) 14,68(5)°** 17,77(5)**°
Control 69,55 + 100,93 + 184,77 +

60 min. 7.38(7) 4,64(6)°°° 39,21(4)°°* 8%

Aproximadamente 80 mg de hepatocitos aislados de rata alimentada, fueron
incubados por duplicado en matraces de 25 ml. El volumen final de la incubacion
fue de 4 ml conteniendo suspension de células y solucién salina de Krebs-
Henseleit pH 7,4. Las incubaciones se realizaron durante 60 min. a 37°C. Los
grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM (control maiz).

Los valores estdn expresados en media * SD y el numero de casos entre

paréntesis. Para la significancia se utilizé la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$P<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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LDH EN HEPATOCITOS
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Figura 22: Estudio de la liberacion del LDH en los hepatocitos aislados de rata

alimentada con aceite de oliva y maiz.
4.6.2. Estudio de los niveles del GSH en hepatocitos aislados de ratas

En la Tabla 20 se recogen los valores numéricos del Glutation

Reducido (GSH) en umoles/g.células.

Los grupos de animales tratados con aceite de oliva, los niveles de

GSH a tiempo cero (T=0) se encuentran dentro de lo considerado como

fisiologico, entre 4 y 5,5 ymoles/g.células.

A los 60 minutos de incubacion este valor disminuye y se sitla
alrededor de los 3 pmoles/g.células sin observarse cambios significativos
inducidos por la dieta control de aceite de oliva.

Al comparar los niveles de GSH entre los distintos grupos controles , se
observa un aumento significativamente (p<0,005) en los grupos control de
aceite de maiz respecto al grupo control (CO) y (PI), demostrandose asi el

efecto protector en los grupos control tratados con aceite de maiz (Figura 23).
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TABLA 20: ESTUDIO DE LOS NIVELES DE GSH EN LOS HEPATOCITOS
AISLADOS DE RATA ALIMENTADAS CON ACEITE DE OLIVA Y ACEITE

DE MAIZ

GSH PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAIiz
pmoles/g.céls.

Control 372+ 5,57 + 6,94£1,8
T=Cero 0,835(5) 0.71(11)"** 3)°$

Control 333+ 3,69+ 7,07+0,89

60 min. 0,76(5) 0,605(8) (5)""* §§§

Aproximadamente 80 mg de hepatocitos aislados de rata alimentada, fueron
incubados por duplicado en matraces de 25 ml. El volumen final de la incubacién
fue de 4 ml conteniendo suspensiéon de células y soluciéon salina de Krebs-
Henseleit pH 7,4. Las incubaciones se realizaron durante 60 min. a 37°C. Los
grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM (control maiz).

Los valores estdn expresados en media * SD y el numero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utilizo la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.

$P<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM,
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GSH EN HEPATOCITOS
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Figura 23: Estudio de los niveles de GSH en los hepatocitos aislados de rata

alimentada con aceite de oliva y maiz.

4.6.3. Estudio de la produccion de MDA en los hepatocitos aislados de

ratas

Se observa en la Tabla 21 los valores numéricos del MDA, indice de
peroxidacion lipidica, expresada en pmoles/g.céls en hepatocitos aislados de

ratas alimentadas con aceite de oliva y maiz.

Al relacionar los distintos grupos controles entre ellos observamos un
aumento significativo (p< 0,005) de la produccién de MDA en el grupo

alimentado con aceite de maiz (Figura 24).
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TABLA 21: ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE MDA EN LOS
HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA ALIMENTADA CON ACEITE DE
OLIVAY MAIZ

MDA PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
pmoles/g.céls.

Control 16,59 + 18,51 + 14,20 +

T= Cero 5,27(5) 3.67(8) 1,51(4)$

Control 1455 + 2524 + 168,61

60 min. 31,22(7) 3,94(8) oo 57,42(4) 558

Aproximadamente 80 mg de hepatocitos aislados de rata alimentada, fueron
incubados por duplicado en matraces de 25 ml. El volumen final de la incubacion
fue de 4 ml conteniendo suspensiéon de células y solucion salina de Krebs-
Henseleit pH 7,4. Las incubaciones se realizaron durante 60 min. a 37°C. Los
grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM (control maiz)..

Los valores estdan expresados en media * SD y el numero de casos entre

paréntesis. Para la significancia se utilizé la t-student comparando:

* P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$p<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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MDA EN HEPATOCITOS
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Figura 24: Estudio de la produccion del MDA en los hepatocitos aislados de

rata alimentada con aceite de oliva y maiz.

4.6.4. Estudio del estado Redox Citosélico (NAD*/NADH) en hepatocitos

aislados de ratas alimentadas con aceite de oliva y maiz.

En la Tabla 22 se relacionan los valores obtenidos del Piruvato (Tabla
22.A); L- Lactato (Tabla 22.B); y el estado Redox Citosélico (Tabla 22.C), en

hepatocitos aislados de los distintos grupos de animales estudiados.

En condiciones basales, no se observan diferencias en los niveles de

Piruvato cuando se comparan los grupos control de aceite de oliva y maiz.

Tras 60 minutos de incubacién se producen cambios dependiendo del
grupo nutricional, estos valores se triplican en los grupos tratados con dieta

sélida de laboratorio (PI).
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Sin embargo, este efecto no se observa en los grupos tratados con
aceite de oliva, demostrandose una tendencia a aumentar los niveles de

Piruvato en el control de aceite de maiz (Tabla 22.A).

La concentracion de Lactato (Tabla 22.B) experimenta cambio, al
contrario de lo que se observa con el piruvato. El lactato es significativamente
menor en los hepatocitos de rata alimentada con aceite de maiz, tanto antes
como después de 60 minutos de incubacioén. Y en los grupos (PI) tratados con
dieta sdlida de laboratorio y tratados con aceite de oliva, observamos un
aumento significativo de la concentracion de lactato tras 60 minutos de

incubacion.

En la Tabla 22.C se recoge el Estado Redox Citosolico (NAD*/NADH)
en hepatocitos aislados de ratas incubadas. Tanto en los ratios de tiempo inicial
como después de 60 minutos de incubacion los resultados son muy diferentes
dependiendo del tipo de aceite suministrado. En el grupo control oliva el estado
redox al T=0 es mayor que a los 60 minutos de incubacién. Sin embargo, en el

control maiz esta relacion aumenta a los 60 minutos pasando de 3726 a 5063.

Como consecuencia de la actividad metabdlica de las células de
incubacion durante 60 minutos, se produce una disminucion del estado redox
citosolico en el grupo (CO) lo que indica una clara tendencia hacia la reduccion
de este compartimiento. Por el contrario, en los grupos control de aceite de
maiz (CM) en estas mismas condiciones experimentales el efecto es en sentido
de aumentar el cociente NAD/NADH.
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TABLA 22: Niveles de Piruvato, Lactato y el estado Redox Citosélico

(NAD'/NADH) en hepatocitos aislados de ratas alimentadas con aceite de

oliva y aceite de maiz.
TABLA 22.A.- PIRUVATO pmoles/g. cels.

PIRUVATO PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAIZ
2,42+0,64 1,68 +0,61 1,73 0,74
T=0 (6) (14)° (6)
7,57+1,86 1,51 £0,50 2,20 +0,70
T=60 (6) (11)°°* (6)°°*S
TABLA 22.B.- LACTATO pmoles/g. cels.
LACTATO PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAIZ
11,13%2,9 9,82 +3,71 4,22+1,35
=0 (6) 10) (5) """ 58
32,4459 14,22 +3,77 3,95+0,78
T=60 (5) (5) YY) (4) Y §§§
TABLA 22.C.- NAD'/NADH (Citosol)
NAD*/NADH
(Citosol PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAIZ
T=0 1976 1555 3726
T=60 2121 965 5063

Aproximadamente 80 mg de hepatocitos aislados de rata alimentada, fueron
incubados por duplicado en matraces de 25 ml. El volumen final de la incubacién
fue de 4 ml conteniendo suspensiéon de células y soluciéon salina de Krebs-
Henseleit pH 7,4. Las incubaciones se realizaron durante 60 min. a 37°C. Los
grupos estudiados fueron: Pl (pienso), CO (control oliva), CM (control maiz).

Los valores estan expresados en media * SD y el nimero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utilizo la t-student comparando:

° P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$P<0,05 % P<0,01 %% P<0,005 CO respecto CM.
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PIRUVATO EN HEPATOCITOS
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Figura 25: Estudio de los niveles del Piruvato en los hepatocitos aislados de
rata alimentada con aceite de oliva y maiz.
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Figura 26: Estudio de los niveles del Lactato en los hepatocitos aislados de rata
alimentada con aceite de oliva y maiz.
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4.6.5. Estudio del estado Redox Mitocondrial (NAD*/NADH) en hepatocitos

aislados de ratas alimentadas con aceite de oliva y maiz.

En la Tabla 23 A, B, C, se representan los valores de Acetoacetato, 3-
OH-Butirato y estado Redox Mitocondrial respectivamente de las células

hepaticas de rata.

Los hepatocitos de rata alimentadas con aceite de maiz control
presentan niveles de acetoacetato significativamente superior al comparar los
grupos controles (CO) y (PI). Esta diferencia se observa tanto en los
hepatocitos recién aislados (T=0) como en aquellos incubados durante 60

minutos.

Respecto al R-hidroxibutirato la modulaciéon de este metabolito coincide
con lo observado con el acetoacetato. En los hepatocitos de ratas control
alimentadas con aceite de maiz se observa una tendencia a aumentar estos
valores tanto en los hepatocitos incubados a (T=0) como aquellos tras 60

minutos de incubacion.

Respecto al estado Redox Mitocondrial (NAD/NADH) en los
hepatocitos de los distintos grupos estudiados, se observa una evolucién del
metabolismo de estas células, con un incremento del estado oxidativo a los 60

minutos de incubacion.
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TABLA 23: Nivel de Acetoacetato y B-OH-Butirato y el estado mitocondrial

(NAD'/NADH) en hepatocitos aislados de rata alimentada con aceite de

oliva y aceite de maiz.

TABLA 23.A.- ACETOACETATO pmoles/g. céls.

ACETOACETATO | PIENSO CONTROL OLIVA | CONTROL MAizZ
1,26+0,35 1,92+0,44 4,04+1,01

T=0 (6) (15)°*** (5)°°° 588
9,08+2,07 10,86+2,6 22,7+3,74

T=60 (6) (10) (4)°°° 588

TABLA 23.B.- R-OH-BUTIRATO pmoles/g. céls.

R-OH-BUTIRATO PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAIiz
1,21£0,30 1,66+0,37 2,60+0,32

T=0 (4) (14)° (4) "0 $88
2,60+0,68 4,46x1,34 4,92+0,50

T=60 (5) (11)°*° (5)°*°

TABLA 23.C.- NAD*/NADH (Mitocondrial)

NAD*/NADH PIENSO CONTROL OLIVA CONTROL MAIz

Mitocondrial

T=0 21 23 31

T=60 70 49 93

Condiciones de incubacion fueron iguales a las que se especifican en la Tabla 22.
La determinacion de acetoacetato, B-OH-butirato se realizaron siguiendo las
condiciones descritas en el apartado de Material y Métodos.

Los valores estdan expresados en media * SD y el numero de casos entre
paréntesis. Para la significancia se utilizé la t-student comparando:

* P<0,05 *° P<0,01°*** P<0,005 PIrespecto CO, Pl respecto CM.
$p<0,05 % P<0,01 8 P<0,005 CO respecto CM.
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ACETOACETATO EN HEPATOCITOS
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Figura 27: Estudio de los niveles de Acetoacetado en los hepatocitos
aislados de rata alimentada con aceite de oliva y maiz.
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Figura 28: Estudio de los niveles de 3-OH-Butirato en los hepatocitos aislados
de rata alimentada con aceite de oliva y maiz.
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MODELO DE DIETA EXPERIMENTAL

Los estudios en el campo de las alteraciones bioquimicas que se
asocian a diversas alteraciones nutricionales requieren un estricto control de
todos los factores nutricionales que inciden sobre la alimentacion de los
animales de experimentacion; pequenas modificaciones en la composicién de
la dieta (que pueden afectar a la distinta naturaleza de los macronutrientes o a
los niveles de micronutrientes) pueden inducir importantes cambios
metabdlicos y enmascarar las modificaciones inducidas propiamente por la
alteracion nutricional sometida a estudio (Moore, 1987; Llado et al. 1991;
Dulloo, et al. 1992; Bech, et al. 1994; Harris et al. 1995). De este modo,
debemos obtener un perfecto control de los componentes de la dieta
suministrada a los animales que permitira establecer una relacion causa-efecto
mas certera y conducir a una interpretacion mas correcta de los resultados

obtenidos.

En nuestro estudio nos hemos centrado inicialmente en conseguir un
modelo de dieta experimental, en el cual los animales de experimentacion
recibieron una dieta liquida limitada isoenergéticamente respecto al grupo de
animales alimentados con dieta sélida de laboratorio, variando Unicamente el
tipo de lipidos y manteniendo las mismas proporciones en macronutrientes,

como las vitaminas, minerales y con la misma calidad nutricional.

Este modelo de dieta experimental fue planteado en base a la
utilizacion de "Dietas Liquidas", puesto que esta forma de administracion
permite realizar las manipulaciones dietéticas de forma sencilla y conocer
exactamente los componentes nutricionales de la dieta. Ha sido
suficientemente demostrado que el aumento en el consumo de lipidos ha dado
lugar a la realizacién de numerosos estudios acerca de la relacion entre la

cantidad y la calidad de la grasa dietética y ciertas patologias crénicas como el
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cancer y las enfermedades cardiovasculares (Fit6 M, 2000; Dura Travé T,
2001; Paramo JA, 2001; Stark AH, 2002; Belido C et al. 2005; Marin C., 2005).

Los habitos dietéticos han sido siempre un referente sociocultural de
los distintos pueblos, pero la evidencia cientifica generada en los ultimos afnos
relacionando la dieta y el estado de salud (Hushi LH et al. 1995; Lépez J, 2000)
ha sido determinante para que los habitos alimentarios de una poblacién se
consideren en la actualidad un indicador tanto social como sanitario (Sabaté J,
1992; Dura Travé T, 2001).

De esta forma, las posibles modificaciones del metabolismo oxigénico
que pretendiamos estudiar serian atribuibles exclusivamente en la modificacién
del tipo de lipidos y a la naturaleza de los &cidos grasos suministrados a los
animales de experimentacion, sin la introduccibn de otras variables
nutricionales, como diferencias en el aporte de micronutrientes, calidad de
proteinas, variacion de las cantidades y naturaleza de los glucidos, factores
todos ellos que podrian afectar directa o indirectamente al metabolismo

oxigénico.

Inicialmente nos basamos en las formulaciones de dietas liquidas
puestas a punto en la Tesis Doctoral del Dr. Ernesto Estornell en la Faculdad
de Farmacia de la Universidad de Valencia (1991), estas dietas las estaban
empleando para el estudio del "Metabolismo Proteico" y una de las
conclusiones a la que se llegé fue que los animales sobrealimentados, los que
ingieren mas cantidad de lipidos en su dieta, mostraron un incremento
generalizado de la "sintesis de proteinas” en todos los drganos y tejidos
estudiados, pero acompafnado de un aumento simultaneo de la degradacion,

aunque con un balance positivo a favor de la ganancia de proteinas.

A fin de evitar problemas en la ingesta de lipidos de las dietas
formuladas se acoplo la cantidad de lipidos empleados en la composicion de la

dieta Liquida Control, al la que contiene la Dieta Sdlida empleada en nuestro
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laboratorio y conseguir con ello que la dieta Liquida tuviera una cantidad de
lipidos lo mas ajustado posible a la que se incluye en la fabricacién del pienso
destinado a la alimentacion diaria en el animalario ( ver resultado, Tabla 07) y
de esta manera se utiliza un grupo de animales alimentados con dieta sdlida de
laboratorio como grupo de referencia de los posibles cambios que pudiéramos

encontrar en nuestro estudio (Corbett, et al. 1986).

Por otro lado, observamos que, probablemente debido a la
consistencia liquida de la dieta, los animales de los grupos Control ingerian una
cantidad ligeramente superior de energia a la de los animales alimentados con
la Dieta sdlida de laboratorio, hecho también observado por otros
investigadores (Ramirez, 1987 y 1988), por lo que optamos por ajustar la
ingesta de alimento de estos animales a la que tomaban los animales de la

misma edad y tamano alimentados "ad libitum" con la dieta de laboratorio.

El modelo definitivo de dietas liquidas control quedo establecido, tras
las experiencias previas realizadas, alimentando a los animales de los grupos
Control de aceite de oliva y aceite de maiz con la dieta formulada de 960 Kcal/l
y con un aporte de lipidos de 8,5 g/l, lo que supone una ingesta media de
lipidos de 0,50 g/dia en estos grupos ya que al mismo tiempo fue controlada
isoenergéticamente respecto a la cantidad ingerida por los animales con dieta
sélida de laboratorio que, segun la documentacién remetida por la compafiia
suministradora del pienso, contienen un porcentaje de un 3,6% de lipidos en
forma de grasas brutas, lo que supone una ingesta de lipidos en este grupo de
0,52 g/dia (Tabla 07).

Uno de nuestros objetivos ha sido estudiar el metabolismo oxidativo de
los diferentes tipos de acidos grasos en la dieta, por un lado el aceite de oliva
como representante de los acidos grasos monoinsaturados, y por otro lado el

aceite de maiz como representante de los acidos grasos poliinsaturados.
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Los resultados obtenidos en relacion a la cantidad de dieta ingerida por
estos grupos durante el tratamiento no varia en relaciéon con los anteriores,
pero si varia la cantidad de vitamina E que ingiere cada grupo diariamente
durante el tratamiento dietético, no soélo, obviamente por la naturaleza de
lipidos mencionada, sino por la cantidad de ésta que de forma natural, se

encuentran en los aceites utilizados para este trabajo (Tabla 09).

DESARROLLO CORPORAL DE LOS ANIMALES

Los animales de los grupos control de aceite de maiz y de dieta
sélida de laboratorio tienen un crecimiento relativamente mayor con respecto al
grupo alimentado con dieta control de aceite de oliva. (apartado de Resultados
Tabla 10). Estas pequenas diferencias encontradas podrian explicarse si
tenemos en cuenta que la cantidad de glucidos que contienen la dieta control
tratado con aceite de maiz (Smith JC, 2004) y dieta solida es de un 7 a 10%
mas de calorias que las dietas control de aceite de oliva, lo que supone que
estos animales ingieren diariamente 60,16 Kcal frente 55,58 Kcal que ingieren

los grupos control oliva (ver Resultados Tabla 08).

Los animales de los grupos control de aceite de maiz y dieta sélida
mostraron un crecimiento uniforme desde el principio del tratamiento dietético
con una tasa de crecimiento a lo largo del periodo global de 2,85 g/ dia y 2,53
g/dia respectivamente, frente a 2,15 g/dia en los animales control de aceite de
oliva (Pan DA et al. 1993).

DESARROLLO DE TEJIDOS

El estudio realizado sobre el desarrollo del tejido adiposo
retroperitoneal y adiposo marrén en los animales alimentados con dietas
liquidas, mostré que los animales tratados con aceite de maiz incrementaron de

peso de los cuales se acompaind con un considerable aumento del tejido
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adiposo blanco (Faust et al. 1978; Mandenoff et al. 1982). Estudios realizados
recientemente indican que no solamente la cantidad de la grasa dietética, pero
también el tipo de grasa utilizado es el responsable en la produccion de
diferentes efectos en el peso corporal y en el metabolismo (Gorinstein S et al.
2002).

En relacién al desarrollo de la grasa parda de estos animales no
encontramos diferencias significativas de peso de este tejido a lo largo del

tratamiento global (Tabla 11).

El desarrollo del higado en los animales alimentados con aceite de
maiz fue mayor que en los otros grupos control estudiados, desarrollo acorde
con el mayor peso corporal de estos animales (Estornell, et al. 1994b), (ver

resultados, Tabla 11).

METABOLISMO OXIGENICO

En el organismo existe un complejo sistema de defensa frente a la
generacion de radicales libres que se producen en respuesta a diferentes
situaciones fisiologicas o patoldgicas; este sistema esta constituido por un
sistema antioxidante enzimatico del que forma parte los enzimas que hemos
estudiado (SOD, Catalasa y GPX) y un extenso sistema antioxidante no
enzimatico o quimico del que nosotros hemos analizado el GSH y el efecto de
la Vitamina E presente de forma natural en los diferentes grupos
experimentales tratados con aceite de oliva y maiz. Cabe esperar, que estos
sistemas sean capaces de actuar eficazmente contra la posible generacion de
especies oxigénicas reactivas (ROS) creadas o formadas en nuestro modelo
experimental. Para conocer la situacion y eficacia de los sistemas antioxidantes
hemos determinado la produccion de MDA como indice de peroxidacion

lipidica.
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Los lipidos de la dieta son utilizados a) como substrato energético, al
entrar en las mitocondrias y utilizarse para la generacién de ATP y b) para su
incorporacion a las membranas celulares; la incorporacion a éstas, depende de

la cantidad y del tipo de acido graso ingerido, segun la Figura 29.

A partir de substratos autoxidables endégenos y/o exdgenos, se
formarian ROS primarios (O;" y H,O, entre otros). Para metabolizar estos ROS
existe fundamentalmente una triada enzimatica formada por la SOD, Catalasa y
Glutation Peroxidasa. Su eficacia reside en una triple accién defensiva al a)
reducir a las especies oxigénicas, b) impedir la interaccion de éstas entre si
para dar lugar a especies de mayor reactividad como el radical libre hidroxilo y
c) reparar las macromoléculas peroxidadas. Esta triada esta ayudada por un
extenso sistema antioxidante no enzimético o quimico (ciertas vitaminas, GSH,
ubiquinona, &cido urico etc...). Si la defensa antioxidante es inferior a la
produccion de especies reactivas éstas podrian reaccionar entre si o con otras
moléculas dando lugar a otros radicales (OH', HO,, R’), responsables del dafio

a nivel de las membranas celulares, ademas de otras alteraciones moleculares.

Por la autoxidacion de los lipidos existentes en las membranas
celulares, aparecerian otro tipo de ROS los R, RO, entre otros. La accién
defensiva del sistema antioxidante no enzimatico es fundamental en estas
circunstancias y dependera de una interaccidon directa sobre la especie

reactiva, para rendir complejos estables o de menor reactividad.
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FIGURA 29: PRODUCCION DE R0S
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A continuacioén se revisan los resultados mas representativos de este
trabajo en relacién a la defensa antioxidante enzimatica formada por la SOD,
Catalasa y Glutatiéon Peroxidasa, en los distintos compartimientos de la rata,
como: higado total (HT), grasa blanca (GB) y grasa parda (GP) y células
Sanguineas. Asi se observaron los cambios asociados al tipo de aceite en la
dieta de los animales estudiados, y su respuesta a los efectos de la
manipulacion experimental sobre los niveles de un antioxidante natural

presente en los aceites, la vitamina E.
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1. Evolucion de la SOD

Nuestros resultados parecen indicar, que la situaciéon producida en
donde se varia el tipo de lipidos en la dieta, en este caso por un acido
poliinsaturado como el aceite de maiz se traduce en resultados teéricamente
indicativos de un dafio o agresidén por especies oxigénicas al comparar con el
aceite de oliva (monoinsaturado), puesto que se observa una disminucién
significativa de la actividad de la SOD en los siguientes compartimentos
estudiados, higado total (HT), grasa blanca (GB) y grasa parda (GP), si bien en
este ultimo la actividad de la SOD presenta una ligera tendencia a la induccién

de estd enzima (ver en resultados, Figura 14).

2. Evolucion de la Catalasa

La catalasa es otra de las enzimas en la defensa de los organismos
aerobios contra el estrés oxidativo. Su funcion catalitica consiste en degradar el
H,O,. Esta funcién es doblemente importante ya que por un lado retira del
medio celular el producto de la acciéon enzimatica de la SOD disminuyendo asi
la concentracion de un agente oxidante como es el peroxido de hidrégeno, y
también evita la interaccion de este con otras especies reactivas como con
metales de transicién y la posterior formacién de radicales hidroxilo (OH), a
través de la reaccion de Haber-Weiss y Fenton. Esta especie oxigénica es un
candidato excelente para la induccidon de la modificacion oxidativa del DNA vy
como consecuencia de ello, para el potencial mutagénico de la misma (Sun,
1990; y Floyd, 1990).

Esta enzima se encuentra distribuida por una extensa y diversa familia
de especies, mientras que en otras esta ausente o con muy poca actividad. Se
han encontrado cambios en las actividades de la enzima asociados con el
desarrollo de diversos organismos. En mamiferos, estos cambios parecen no
ser tan generalizados y depende mas del tipo de tejido bajo estudio de

comparacion con lo que se observa con la SOD (Tsukada et al. 1985).
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Con el sistema experimental utilizado se ha observado que en
homogenados de higado total y grasa blanca de ratas, la actividad catalasica
es menor en los grupos control maiz al comparar los grupos control oliva (ver

en resultados Figuras 07 y 12).

Sin embargo, la actividad en los tejidos de grasa parda no se observan
diferencias en ambos grupos control del modelo experimental estudiados
(Figura 15y Tabla 16).

La disminucion significativa de la Catalasa parece apoyar la idea de
que un aumento de Radicales Libres producidos por estos acidos grasos
(poliinsaturados) en la cascada peroxidativa lipidica, provocaria un consumo de
vitamina E lo que implicaria una disminucion de la Catalasa, debido a que esta
vitamina participa en la sintesis de las proteinas hémicas que forman parte del

grupo prostético de dicha enzima (Romero D et al., 1987).

3. Evolucién de la GPx y GSH

Se trata de una enzima antioxidante (GPx) que desempena una funcion
muy importante como mecanismo eliminador de productos de oxidacién de la
célula. Utiliza al glutation reducido como co-substrato suministrador de
equivalentes reducidos y es la encargada de la degradacién de peroxidos
lipidicos y H,O,. Como en el caso de la catalasa, la GPx esta ampliamente
distribuida si bien en algunos tipos de células u organulos ésta se encuentra en
muy baja concentracion e incluso ausente, como en microsomos y
peroxisomas, lugar donde es mas abundante la catalasa.

Los resultados obtenidos senalan que la actividad de ésta enzima en el
HT y GB de ratas control maiz respecto a ratas control oliva hay una

disminucion significativa de la GPx, (ver resultado Figura 08 y 13). Una
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situacion similar hemos observado en los sistemas antioxidantes de la SOD y

Catalasa.

Sin embargo, los resultados a nivel de grasa parda, revelan un
incremento significativo del 21,8% de la actividad GPx en los animales control
alimentados con aceite de maiz (Tabla 16), por otra parte esto estaria de
acuerdo con el papel que juega la vitamina E y el GSH, en la neutralizaciéon de
Radicales Libres generados a partir de acidos grasos poliinsaturados (Figura
29). La vitamina E, en su actuacion de inactivacion de estos ROS, se oxida y
pierde su actividad, pero, en parte puede ser generada mediante un ciclo
“redox” con el acido ascorbico, NADH, y GSH para poder seguir actuando
como antioxidante (Serbinova E et al. 1991; Packer L, 1994). El efecto
antioxidante de estas sustancias asi como el de la Ubiquinona o coenzima Q
(Kagan V et al. 1990) no es solo el de captar directamente estos radicales, sino

también el de reciclar y aumentar el poder antioxidante de la vitamina E.

El glutation reducido (GSH) es otro de los parametros a tener en
cuenta a la hora de estudiar los mecanismos bioquimicos y factores que
desempefan un papel en el modelo experimental con ratas control con aceite

de oliva y aceite de maiz.

El GSH es un importante antioxidante porque ayuda a la destruccién
del peroxido de hidrégeno y peréxidos lipidicos, debido al hecho que es
sustrato a la glutation peroxidasa y promueve la formacion de formas reducidas

de otros antioxidantes, tal como el ascorbato y el a-tocoferol, (Meister, 1994).

Sin embargo, seria esperable que en este modelo experimental se
reflejara una mayor necesidad de actuacion del sistema defensivo antioxidante,
ya que en la dieta control maiz hay un mayor aporte de lipidos insaturados que
los alimentados con aceite de oliva y teéricamente estamos creando un estrés
oxidativo. Es posible, que en esta situacion, el sistema quimico o antioxidante

no enzimatico como el GSH y la vitamina E que diariamente toman los
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animales en la dieta sean los que protegen al animal, ya que se observa
disminuida la concentracién de este GSH (control maiz) y la cantidad de
vitamina E que ingieren diariamente, es ligeramente superior a la ingerida por
el grupo Control Oliva. (Figura 30).

En suma, se justificaria los niveles disminuidos de GSH en el control
maiz, porque el glutatiéon funciona como parte del sistema de proteccion de
membranas celulares, al mantener el a-tocoferol y el acido ascorbico en estado

reducido.

FIGURA 30: INGESTA DE VITAMINA E
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4. Evolucién de las actividades antioxidantes en células sanguineas

La actividad de la SOD en células sanguineas no presenta deferencias
al comparar con los distintos grupos control estudiado (CO) y (CM). La
excepcién presenta la Catalasa y la GPx en ratas control de aceite de maiz
frente al grupo control oliva (apartado resultados Tabla: 17), donde su actividad
estd aumentada en éste tejido. Sin embargo, a nivel de higado total y grasa
blanca nos encontramos con niveles de éstas enzimas antioxidantes
disminuidos en los grupos (CM), lo que indica una respuesta ante una mayor
generacion de especies oxigénicas en estos tejidos, (ver resultados en Tabla
13 y Tabla 15).

Los niveles de GSH en sangre se presentan con una disminucion
significativa de este tripéptido en ratas control maiz (Figura 20). Una situacién
similar, en cuanto al comportamiento del GSH se observa a nivel de higado
total (Figura 09).

PARAMETROS DE MDA EN PLASMA DE RATA

Los resultados obtenidos en nuestro estudio con dietas liquidas control
parecen indicar, que el incremento de acido poliinsaturado en la dieta control a
base de aceite de maiz (Mattson et al. 1985) no se traduce en resultados
teéricamente indicativos de un dafio o agresion por especies oxigénicas al
comparar con el aceite de oliva (monoinsaturado), puesto que no se observa
ningun incremento significativo en el MDA a nivel de plasma (ver resultados
Tabla 18).

Es posible, que en esta situacion, el sistema quimico o antioxidante no
enzimatico como el GSH y vitamina E que diariamente toman los animales

con la dieta sean los que protejan a los animales (Kim H et al., 2003).

162



DISCUSION

Segun una revision realizada por Ortiz de Murua et al. 1997; Krauss
RM et al. 2000), sugiere que una dieta con vitaminas antioxidantes, conduce a
menores riesgos de productos oxidables y previene enfermedades
cardiovasculares (Bautista MC et al. 2005; Frank Jan, 2005; Estruch R. et al.
20086).

El antioxidante exdgeno mas relacionado con la prevencién de las
enfermedades cardiovasculares es el a-tocoferol, forma activa de la vitamina E,
que se ubica en la fase lipidica celular, en donde interrumpe la reaccion de
peroxidacién en cadena y protege de la oxidacién a las LDL y a las membranas
plasmaticas (McCall MR et al. 1999; Stocker R. 1999 y Herrera E y Babas C.,
2001 y Colomer R et al. 2006).

ESTUDIO METABOLICO EN LOS HEPATOCITOS AISLADOS DE
RATAS

Para dar continuidad a este estudio hemos caracterizado las
interacciones metabdlicas en los hepatocitos aislados de ratas a lo largo del
tiempo mediante, la liberacién de Lactato Deshidrogenasa (LDH), indice de
dano celular y niveles de Glutation Reducido (GSH), y el estudio del estado

redox a nivel citosdlico y mitocondrial.

En lo que se refiere a la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH),
Tabla 19, debemos sefalar que ademas de estar relacionado con los niveles
del MDA, Tabla 21, también presenta una clara dependencia con el estado
nutricional y la presencia de antioxidantes. Asi, hemos podido observar que en
términos de liberacion de LDH (Ozaki, et al. 1995) y produccion de MDA, estos
mediadores son mayores en los hepatocitos de ratas control maiz a los 60

minutos de incubacion.
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Sin embargo, los niveles de GSH (Nakagawa et al. 1992); (Vifa et al.
1992), en los hepatocitos aislados de los grupos control maiz no cambian
(Figura 23). Aqui, se podria decir que el efecto antioxidante de la vitamina E,
que contiene la dieta beneficia la mayor presencia de GSH, jugando un papel
importante en mantener la célula en su estado reducido ahorrando glutation,
(Méartensson, 1991 y May et al. 1996).

El la Figura 31 se indica la cascada celular antioxidante, con énfasis en

las reacciones ciclicas redox (Winkler et al. 1994).

FIGURA 31: CICLO REDOX DE INTERRELACION ENTRE GSH, EL ACIDO
ASCORBICO Y LA VITAMINA E EN EL SISTEMA ANTIOXIDANTE
CELULAR.
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El acido ascorbico y el GSH son consideradas las substancias mas

reductoras y activas en tejidos vivos, son hidrosolubles y llevan a cabo sus
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principales funciones en el citoplasma y mitocondria, mientras que la Vitamina
E es un antioxidante liposoluble. Estas actividades resalta la importancia del
GSH, acido ascorbico y la Vitamina E en las reacciones de serie acopladas del

sistema antioxidante (Winkler et al. 1994).

Al recoger los resultados del Estado Redox Citosolico (NAD*/NADH) en
los hepatocitos de los diferentes grupos de tratamiento, observamos un
descenso en el estado redox citoséloco en el grupo de animales con control
oliva. Este cambio se debe al aumento del lactato y no del piruvato (Tabla 22.A)
en los hepatocitos a lo largo de la incubacion, lo que indica la reduccion del
estado citosdlico, lo que sugiere que estamos forzando la gluconeogenesis. Sin
embargo, en el grupo control maiz el efecto es en sentido contrario,
observandose un aumento significativo del cociente NAD/NADH, hacia una

situacion de oxidacion celular a nivel del citosol (Tabla 22.C).

Respecto al estado Redox Mitocondrial (NAD*/NADH), los resultados
demuestran que independientemente del tipo de aceite estudiado, la situacién
hepatocelular esta forzada hacia el estado oxidado, a los 60 minutos de
incubacion, con niveles de acetoacetato aumentados (ver resultados, Tabla 23.
A).

165



DISCUSION

PRODUCCION DE 8-OXO-dG EN RATAS

En nuestros resultados también hemos considerado los posibles dafios
oxidativos que se podrian presentar a nivel de DNA de higado de rata a través
de la induccion de la 8-oxo-dG. Estudios recientes confirman que en los
animales alimentados con acidos grasos poliinsaturados se induce el dafio del
DNA (Park y Floyd, 1992; Kok et al. 1994) y este efecto depende de la cantidad

de este aceite en la dieta.

Por lo tanto, en dietas control con aceite de maiz, la peroxidacion
intracelular de &cidos grasos poliinsaturados pueden generar especies
reactivas del oxigeno (ROS), pero probablemente no aporten un riesgo

genotoxico, debido a la defensa celular y a la conformacion del DNA.

La ausencia de diferencia significativa en el dafo al DNA entre los
grupos controles a base de aceite de oliva y maiz, (ver resultados, Tabla 14),
claramente confirman las observaciones previas donde tampoco observaron
dafio al DNA (Kok et al. 1994). Posiblemente, la presencia de antioxidantes en
el aceite de maiz como el a-tocoferol y polifenoles puede ser particularmente el

responsable de estos resultados (Carr y Frei, 1999; Quiles et al. 1999).

Sin embargo, estudios recientes realizados con dietas hiperlipidicas a
base de aceite de maiz, puede dar lugar a especies reactivas deplecionando
los sistemas de defensa celular y los sistemas reparadores del DNA, tal y
como muestran los bajos niveles de la SOD, CAT, GPx y GSH, (Drehmer E et
al. 2001).

Por eso, el efecto del estrés oxidativo y la susceptibilidad al dafio del
DNA inducido por especies reactivas del oxigeno, pueden aumentar

sustancialmente la induccién a la oxidacién de la deoxiguanosina.
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Otros estudios realizados con diferentes tipos de aceites
poliinsaturados como el aceite de pescado (rico en a-linolénico) y el aceite de
maiz (rico en acido linoleico), han demostrado que estos pueden proteger al
intestino de la oxidacién de la 8-oxo-dG, y por lo tanto de la aparicion de
tumores intestinales. Sin embargo, el aceite de maiz induce al dafio oxidativo
del DNA en células del colon con la formacion de la 8-oxo-dG, confirmando otra
de las aproximaciones experimentales en este aspecto (Bancroft LK et al.
2003).

Estudios realizados por Quiles y sus colaboradores en 2004, a fin de
investigar el posible efecto de rotura de doble cadena en el DNA y la capacidad
antioxidante y de lipidos en sangre de ratas en edad avanzada alimentadas con
aceite de oliva virgen (rico en acido oleico) y aceite de girasol (rico en acido
linoleico), demostraron que en los animales alimentados con aceite de girasol
(poliinsaturado) los parametros de dafio genotodxico y alteraciones del sistema
antioxidante estaban alterados al comparar con aceite de oliva, donde las

alteraciones eran menos significativas a lo largo del tiempo.

Estudios mas recientes llevados a cabo por Quiles y sus colaboradores
en 2006, realizados con DNA mitocondrial de higado de ratas maduras,
alimentadas con aceite de oliva virgen y aceite de girasol, confirman que el
grado de insaturacién en las grasas dietéticas son las responsables de la
alteracion del sistema de defensa antioxidante y la formacion de especies

reactivas del oxigeno.

En resumen, el presente estudio sugiere que el aceite de maiz es un
inductor del dafno oxidativo al DNA y es dependiente de la dosis ingerida de
acidos grasos insaturados. Por otra parte se sabe que dietas con aceite de
oliva producen menos alteraciones a nivel del metabolismo y dafios
genotoxicos a lo largo del tiempo. Sin embargo, es necesario realizar mas
estudios experimentales a fin de determinar la dosis adecuada de antioxidantes

presentes en los aceites y las proporciones de los acidos grasos en el conjunto
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lipidico de la dieta (Mataix J. 2002) para conocer su implicacion en el desarrollo

de enfermedades degenerativas.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten proponer las siguientes

conclusiones:

e 1) En higado y grasa blanca de ratas control alimentadas con
aceite de maiz, la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD,
CAT, GPX) disminuye al comparar con los grupos de ratas control

alimentadas con aceite de oliva.

e 2) En grasa parda de las ratas control alimentadas con aceite de
maiz, la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y GPX)
presenta una tendencia a aumentar. Mientras que la actividad de la

catalasa (CAT) esta disminuida en este compartimiento.

¢ 3) En las células sanguineas de las ratas alimentadas con aceite
de maiz los niveles de las actividades enzimaticos (SOD, CAT,

GPX) estan aumentadas.

e 4) Tanto en higado total como en células sanguineas, los niveles

de GSH, disminuyen significativamente en ratas control maiz.

¢ 5) No se observa un incremento significativo de los niveles de MDA

en plasma de ratas control de aceite de oliva y maiz.

e 6) En hepatocitos aislados de rata control alimentado con aceite

de maiz se produce un aumento de la liberacién de LDH y MDA.
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7) En hepatocitos de rata control oliva, observamos un descenso
del estado redox citosolico (NAD*/NADH), debido a un aumento del
lactato, lo que indica la reduccion del estado citosolico. En los
grupos control maiz en las mismas condiciones experimentales el
efecto es en sentido de aumentar el cociente citosolico, hacia una

situacion de oxidacion celular a nivel del citosol.

8) En mitocondria la relacion (NAD*/NADH) deriva hacia el estado

oxidado en ambos grupos control estudiados.

9) A nivel de DNA de higado de ratas control alimentadas con
aceite de oliva respecto a las ratas control de aceite de maiz, no se

observaron diferencias significativas en la induccion de la 8-oxo-dG.
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8-oxo0-dG:
ADP:
ALO:
AGE:
ATP:
BSO:
CDNB:
CAT:
CiNa:
CIK:
Cl,Ca™:
CSF:
CO;HNa:
CoQ:
DHA:
DHAA:
DMSO:
DNA:
ECV:
EDTA:
EGTA:

EPA:
GPX:
GR:
GSH:
GSSG:
GST:
GSH-Px:
G6P-DH:

8-ox0-2'deoxiguanosine

adenosin difosfato

aldehido oxidasa

acidos grasos esenciales
adenosin trifosfato

butionina sulfoximia
clorodinitrobenceno

catalasa (EC. 1.11.1.6)

cloruro sodico

cloruro potasico

cloruro calcico

flujo sanguineo cerebral
carbonato monosédico

ubiquinol

acido graso docosahexaenoico
radical deshidroascorbato

dimetil sulféxido

acido desoxirribonucleico
enfermedades cardiovasculares
acido etilen diamino tetraacético
acido etilenglicol-bis(3-amino-etil-éter) N-N'-
tetra acético

acido graso eicosapentaenoico
glutation peroxidasa (EC.1.11.1.9)
glutation reductasa
glutamil-cisteinil-glicina (glutation)
glutation oxidado
glutation-s-transferasa

glutation oxidorreductasa

glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (EC.1.1.1.49)
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G6P: glucosa 6 fosfato

GLo: gulono-gamma-lactone oxidase

H: ion hioduro

HL": radical ac. linoleico

HLO™: radical alcoxi del ac. linoleico

HLOO™: radical peroxi del ac. linoleico

HOO": radical hidroperoxido

3-HBDH: 3-R-hidroxi-butirato deshidrogenasa

Hb: hemoglobina

HK: hexoquinasa

HDL.: lipoproteinas de alta densidad

H,0,: peréxido de hidrogeno

HPLC: cromatégrafo liquido de alta eficacia
Kcal: kilocaloria

K-H: krebs Henseleit

K-H-Ca™": krebs Henseleit suplementado con calcio
LDH: lactacto deshidrogenasa (EC.11.1.27)
LDL: lipoproteinas de baja densidad

LH: acido graso insaturado

L: radical alil

LO™ radical alcoxil

LOO: radical peroxil

LOOH: hidroperoéxido

LTB,: leucotrieno B4

MDA: malondialdehido

NAD": R-nicotinamida adenina dinucleoétido (oxidada)
NADH: 3-nicotinamida adenina dinucleétido (reducida)
NADP*: R-nicotinamida adenina dinucleétido

fosfato (oxidado)

NADPH: 3-nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (reducido)
NaOH: hidroxido sodico
0, oxigeno
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0, radical superoxido

OH: radical hidroxilo

OH-;: radical hidroperoxi

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
PCA: acido perclérico

Pl: yoduro de propidio

PMM: potencial de membrana mitocondrial
PPM: partes por millén

PGE;: prostaglandina E;

PGl;: prostaciclina I3

PO,H,: fosfato monopotasico

PUFA: acidos grasos poliinsaturados

RPM: revoluciones por minuto

ROS: espécies oxigénicas reactivas

R radical libre

RO~ radical alcoxilo

ROO™: radical peroéxilo

ROOH: hidroperoxido lipidico

ROOR: peréxido

ROS: especies reactivas del oxigeno
RPE: resonancia paramagnética de electrones
RPM: revoluciones por minuto

-SH: grupo sulfidrilo

SOD: superoxido dismutasa (EC.1.15.1.1)
SO,Mg: sulfato de magnesio

SO,Cu: sulfato de cobre

TBA: acido 2-tiobarbiturico

TBARs: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
TEE: efecto térmico de los alimentos
TCA: acido tricloroacetico

TBOOH: tert-butyl-hidroperéxido

TG: triglicéridos
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TXA;:
Tris:
uQ.:
VLDL:
XO:

tromboxano Aj

tris(hidroximetil) aminometano
radical semiquindénico

lipoproteinas de muy baja densidad

xantina oxidasa (1.2.3.2)
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