UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA O]
Departamento de Farmacologia

TESIS DOCTORAL
Actividad neuroprotectora de antocianidinas y leguminosas
crudas y procesadas
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Ana del Castanar Lopez Cid

Directoras

Teresa Ortega Hernandez-Agero
M2 Emilia Carretero Accame

Madrid 2019

© Ana del Castafiar Lopez Cid, 2015


iespanta
Nota adhesiva
Los artículos de las publicaciones de la tesis  se pueden consultar en el Servicio de Tesis (buc_tesi@ucm.es) tlfno: 91 3946641 


UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA DE
ANTOCIANIDINAS Y LEGUMINOSAS
CRUDAS Y PROCESADAS.

TESIS DOCTORAL

ANA DEL CASTANAR LOPEZ CID

Madrid, 2015






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

TESIS DOCTORAL

Actividad neuroprotectora de antocianidinas
y leguminosas crudas y procesadas.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Ana del Castanar Lopez Cid

Directoras

Teresa Ortega Hernandez-Agero
M2 Emilia Carretero Accame

Madrid, 2015






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

Dra. Diia. Teresa Ortega Hernandez-Agero, profesora titular, y Dra. Dha. M2
Emila Carretero Accame, profesora emérita Complutense, del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

CERTIFICAN:

Que la presente Tesis doctoral presentada por Dfia. Ana del Castafiar Lopez Cid,
titulada “Actividad neuroprotectora de antocianidinas y leguminosas crudas y
procesadas”, ha sido realizada bajo nuestra inmediata direccion y asesoramiento.

Concluido el trabajo experimental y bibliografico, autorizamos su presentacion
para que sea juzgada por el tribunal correspondiente.

Madrid, 20 de Abril de 2015

Teresa Ortega Hernandez-Agero M2 Emilia Carretero Accame



Parte de los estudios realizados en la presente tesis se desarrollaron en el Departamento
de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense gracias a
un proyecto de investigacion financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion (Ref.
AGL-2008-05673-C02-01) cuyo titulo es “Evaluacion de la actividad biologica de
componentes bioactivos, como criterios calidad de leguminosas crudas y procesadas”.

GOBIERNO MINISTERIO
, DE ESPANA DE CIENCIA
E INNOVACION




La vida no es un pasillo recto,
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Abstract

The increase in life expectancy within population in developed countries, leads an
increase of neurodegenerative diseases prevalence, like Parkinson disease (PD) or
Alzheimer disease (AD), which will significantly raise health-care expenditures.

An appealing possibility to control these diseases would be to slow down disease
progression or try to early identification of the symptoms related to the disease.

Although the causes of these diseases are not completely known, it is proposed that
neuronal decline progression could be triggered by several factors, like
neuroinflammation, glutaminergic excitotoxicity, an increase of iron concentration, and/
or endogenous antioxidants depletion.

Human body maintains a redox balance constantly, between pro-oxidants from normal
cell metabolism and antioxidant defense systems. The loss of this redox balance leads to
oxidative stress, characterized by a free radical and reactive species increase.

Astrocytes protect neurons against oxidative stress, due to their high concentration of
low molecular weight antioxidants (ascorbic acid, glutathione and tocopherol) and
antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase, glutathione reductase and
peroxidase). Due to its function on Central Nervous System, astrocytes are cells widely
used in antioxidant and anti-inflammatory studies of natural products. Due to these
properties, astrocytes are widely used in antioxidant and antiinflammatory studies of
natural products. Human U373 astrocyte cell line was used in the current study.

Living things are constantly submitted to external or internal stimuli that cause stress,
for that reason, in recent years many researches are looking for natural compounds that
are able to prevent, reduce or reverted oxidative stress.

A natural way to fight against this oxidative stress would be the use of food, because
they contain a wide range of natural compounds with great antioxidant activity, such
those with polyphenolic structures. The antioxidant activity of polyphenols is related to
the presence and position of free phenolic hydroxyls groups.

Recent studies have shown that pulses nourish and besides may be useful to prevent and
treat diseases such as neurodegenerative diseases, diabetes and cancer. Pulses are along
with vegetables and wine, the base of Mediterranean Diet. In Spain, the most commonly
consumed legume seeds are lentils (Lens culinaris Medik.), beans (Phaseolus vulgaris
L.) and chickpeas. It has been shown that they have many phenolic compounds within
their composition.

The richness and composition of phenolic compounds are related to pulses antioxidant
capacity, although, such capacity does not always maintain constantly during seed
processing, specially during cooking and germination, which are the most common
processes used on food consumption.

The antioxidant activity and potential benefits of polyphenolic compounds, especially
flavonoids, in the prevention and treatment of oxidative stress related diseases, such as
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neurodegenerative, cardiovascular and antiinflammatory diseases, has been reported.
Several published studies show the cardiovascular, anticancer, and antidiabetic
properties of anthocyanins.

Several ongoing works refer the efficacy of polyphenols and especially anthocyanins,
on mental and neurodegenerative disorders, probably due to interaction with different
signaling cascades in existing neurons. In addition, they are able to react mainly with
ROS and pro-inflammatory agents generated in brain during normal and aging
metabolism.

Based on these findings, anthocyanins can be proposed as potential candidates for
prevention and treatment of neurodegenerative diseases. Their utility and effectiveness
on prevention of aging processes called into question the ability of these compounds to
reach the target organ/tissue.

The most abundant anthocyanidins found in vegetals are cyanidin, pelargonidin,
malvidin, delphinidin, peonidin and petunidin. These phenolic compounds are
susceptible of oxidation, giving rise to a phenoxy radical, which is stabilized by
resonance; this property assures the antioxidant and free-radical scavenger activities.

Anthocyanins principal therapeutic uses are, as yet, limited to treat symptoms linked to
capillary fragility and to preserve their beneficial properties to sight. Because it has been
clearly show that anthocyanidins are able to cross blood brain barrier, there are many
ongoing works referring to these compounds.

For these reasons, we consider the following doctoral dissertation:

e To analyze differences on phenolic composition of raw and processed dark
bean’s (Phaseoulus vulgaris L. cv Tolosana) and lentil’s (Lens culinaris Medik
cv. Rubia de la Armufia) seeds.

e To assess neuroprotective and antioxidant activities of raw, cooked and
germinated legume seeds, in order to analyze processing influence.

e To assess the pharmacologic activity and the neuroprotective mechanism of
action of three anthocyanidins found on studied legumes: cyanidin, malvidin and
pelargonidin.

RESULTS

For beans, several polyphenolic compounds were detected on raw and processed seeds:
procyanidins, phenolic acids (aldaric derivatives of p-coumaric, ferulic and synaptic
acids), flavonols (myricetin, quercetin and kaempferol derivatives), flavones (apigenin
derivatives), flavanones (naringenin and hesperetin derivatives), isoflavones (genistein,
daidzein, biochanin A and B derivatives) and anthocyanins (derivatives of delphinidin,
cyanidin, malvidin, pelargonidin and petunidin). Presence and concentration of each
compound changed among processing.
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During boiling process, anthocyanin concentration decreased while, similar content was
found for germinated and raw samples. Malvidin and petunidin were only found in
germinated beans. Isoflavones concentration was higher in germinated than raw and
boiled samples. However, flavones concentration decreased during processing.

For lentils, many polyphenolic compounds were also identified: procyanidins and
prodelphinidins dimers and trimers; kaempferol, quercetin and their derivatives, luteolin
and its derivatives, catechin heteroside and free phenolic acids (trans p-coumaric and
protocatechuic acids) as well as their derivatives. Raw lentils contain procyanidin
dimers and trimers, prodelphinidin dimers and digallate procyanidin as the most
abundant compounds. This amount was significantly reduced after boiling, and during
germination. Referring to the flavones group, free luteolin and its mono-, di- and tri-
heterosides were identified, the last ones being found in higher concentrations.
Processing decreased this concentration; however, free luteolin was identified in higher
concentration in boiled and germinated lentils, while no free luteolin was detected in
raw lentils.

Kaempferol derivatives with different glycosylation degree have been identified in non-
processed lentils (tetraglycosilated kaempferol); processing seemed to decrease this
concentration. Other tri and di-glycosylated derivatives were detected in higher
concentration in processed than in raw lentils.

Quercetin derivatives and phenolic acids, were detected in low concentrations in lentils,
except for trans p-coumaric acid, which concentration increased during boiling (but
were not found after germination), and p-coumaric acid, which was found only in
germinated lentils.

In relation to total phenolic content, significantly differences were detected among raw
and processed seeds. Phenol content was higher in non-processed legumes, and between
legumes, beans shown the highest phenolic content. After evaluation of antioxidant
activity by ORAC and DPPH assays, processing of legumes has a negative influence on
free radical scavenging capacity.

At the beginning, injure was assessed over astrocyte cell line U- 373 when treated with
Fenton’s reagent (H,O.1mM/ SO4Fe 0,5mM), furthermore, cell morphology and
different oxidative markers were changed.

In other to evaluate neuroprotective activity, no intrinsic toxicity was found for every
legume. On an injure astrocyte model induced by Fenton reagent (FeSO4 0.5mM/ H,0,
1mM), raw and boiled beans shown higher neuroprotective effect than germinated ones.
The same effect was observed on lentils. Within legumes, lentils have shown higher
viability than beans.

When intracellular ROS generation was evaluated, raw and processed lentil and beans
exhibited a decrease on astrocyte ROS generation induced by Fenton reagent. In this
assay, no significant differences were found among legumes.

Correlation study between different beans compounds and antioxidant activity have
shown as that higher antioxidant activity was related to anthocyanin presence, while
lentil antioxidant activity were related to procyanidin and luteolin composition.
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Consequently we decided to assess antioxidant capacity of three anthocyanidins very
abundant in nature (cyanidin, malvidin and pelargonidin) and founded on studied
Tolosa beans. DPPH method was applied. Anthocyanidins displayed an antioxidant
activity as strong as trolox (vitamin E analogous), used as a positive control. Cyanidin
showed higher antioxidant activity than malvidin in the present assay.

On biological activity studies it was found that anthocyanidins were no toxic for
astrocytes. Moreover, under oxidative injury induce by Fenton’s reagent, every
compound at the studied concentrations, reduced oxidative damage and diminish ROS
generation induced by the toxic. These results were confirmed by a morphological
change improvement of cultivate astrocytes damaged by Fenton reagent.

In order to establish anthocyanidin effects on cytotoxicity markers, it was observed that
anthocyanidins significantly decrease lactic dehydrogenase (LDH), thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) and malondialdehyde (MDA) release induced by Fenton
reagent.

Assessing anthocyanidins activity over enzymatic antioxidant defense systems, it was
observed that although everyone exhibit positive activity on these system, the way in
which these anthocyanidins acted over enzymatic activities were different, probably due
to their chemical structure. Furthermore, cyanidin improve superoxide dismutase,
glutathione reductase and peroxidase activities (GPx) as well as reduced/oxidize
glutathione ratio. However, malvidin showed an enzymatic activity similar to cyanidin
and indeed a NADPH quinine oxidoreductase 1 activity (NQO1). Pelargonidin showed
similar mechanism as cyanidin and malvidin, although it had no GPx activity, but the
highest NQO1 activity.

On a 500uM hydrogen peroxide astrocyte injure model, anthocyanidins were able to
prevent apoptosis, because they reduced caspase 3 activity levels, also, it was confirmed
that hydrogen peroxide apoptosis activation was initiated by caspase extrinsic pathway,
and anthocyanidins were capable to reduced such activation. This confirmation was
assumed by an increase of caspase 8 activity, while caspase 9 activity (intrinsic
pathway) was not significant.

Every studied anthocyanidins, where similarly able to prevent nitrite release induce by
interferon y (IF-y, 160U).

Taking in account the positive effects obtained for anthocyanidins, in the studied
antioxidant model, the effect of these isolated compounds on hemiparkinsonian model
was assessed. Hemiparkinsonism was induced with 1 mM MPTP (1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6 tetrahydropyridine) to astrocytes culture which were previously treated with
anthocyanidins  (cyanidin, malvidin and pelargonidin). Results confirmed
anthocyanidins partially protected MPTP induced injury.

CONCLUSIONS
1. Raw and processed legumes have a high polyphenol concentration. There are
qualitative and quantitative differences within them. The greatest compounds in
raw beans are anthocyanins, while proanthocyanidins are the principal in lentils.
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Boiling, leads to an increase on hydrolysis compounds, while germination

produces new compounds generated by different enzymatic processes.

2. Legumes have a noticeable antioxidant activity, shown by DPPH and ORAC
assays. Furthermore, they are able to reduce oxidative stress in vitro induce by
Fenton reagent. They increase cell viability and decrease free radical release
induced by Fenton.

3. Correlation studies show that anthocyanins are one of the polyphenol
compounds that take part on antioxidant activity. Due to this results, we decided
to start studying anthocyanidin biological activity:

3.1. Cyanidin, malvidin and pelargonidin improve morphological changes
induce by Fenton reagent.

3.2. They show similar antioxidant activity than trolox (positive control).
Cyanidin exhibits about seven times higher antioxidant activity than positive
control.

3.3. These compounds prevent cellular viability decrease induced by toxic agent.

3.4. Additionally, reduce free radical release induce by Fenton.

3.5. The anthocyanidins studies decrease cytotoxicity markers (LDH, TBARS
and MDA release).

3.6. They have no catalase activity, while improve other enzymatic activities
(SOD, GR, GPx and NQO1) as well as redox index, reduced by Fenton
reagent.

3.7. These anthocyanidins reduce apoptosis induced by hydrogen peroxide (500
MM) via extrinsic pathway.

3.8. In addition, they significantly reduce nitrite release induced by IF-y.

3.9. On hemiparkinsonian model, studied anthocyanidins increase cell viability
reduced by MPTP (1mM).

Legumes are one of the most important foods on Mediterranean Diet, due to their high
nutritional value. Our results show benefits for some CNS cells survival. We consider
that an increase on animal and human studies should be performed. In addition, we
propose more researches on the design of new processes, in order to reduce negative
processing effects shown on phenolic composition. Also, new legumes varieties and
cultivars with high anthocyanins concentration should be searched and used.
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Introduccion

El aumento de la esperanza de vida en la poblacién nos hace pensar que, en unos afos,
se producird una expansion de la poblacion envejecida y por tanto, se incrementara la
prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento, como
la enfermedad de Parkinson (EP) y la de Alzheimer (EA), lo que supondra un
incremento considerable en los gastos sanitarios de los paises desarrollados. Una
estrategia interesante para hacer frente a este problema puede ser la busqueda de
remedios que de forma preventiva o curativa reduzcan la incidencia de dichas
enfermedades.

Aunque todavia no se conocen exactamente las causas de estas enfermedades, se postula
que el declive neuronal asociado a las enfermedades neurodegenerativas podria estar
desencadenado por multiples factores, como la neuroinflamacion, excitotoxicidad
glutaminérgica, aumento en la concentracion de hierro y/o deplecion de los
antioxidantes enddgenos (Von Bernhardi, 2007). Es conocido que los procesos
oxidativos del tejido cerebral juegan un papel principal.

Durante el proceso de envejecimiento se produce en el cerebro una pérdida de neuronas,
asi como cambios en las dendritas que disminuyen de tamafio y sufren fragmentacion y
retraccion. Esto se traduce en una pérdida en el nimero de sinapsis y en una alteracion
entre las conexiones interneuronales. En un gran numero de trabajos de investigacion se
ha postulado que los procesos de envejecimiento ocurren en el ndcleo de las neuronas
provocando cambios en la transcripcion y transduccion de sefiales. Asimismo, durante
el envejecimiento, se observa una disminucidn en neurotransmisores como acetilcolina
y dopamina (Karolczak y col., 2013).

El conocimiento de los mecanismos implicados en las enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, no solo facilitara el diagndstico temprano de la enfermedad, sino que
permitira el control de su progresion, mejorando la calidad y esperanza de vida de estos
pacientes (Kim, 2013).
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1. PROCESOS OXIDATIVOS Y SALUD

El cuerpo humano mantiene un balance de Oxido-reduccién constante, preservando el
equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes, que se generan como resultado del
metabolismo celular normal y los sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida en este
balance de dxido-reduccion lleva a un estado de estrés oxidativo, caracterizado por un
aumento en los niveles de radicales libres y especies reactivas, que no alcanza a ser
compensado por los sistemas de defensa antioxidantes, causando dafio y muerte celular.

Esto ocurre en patologias degenerativas de tipo infeccioso, inmune, inflamatorio, etc.
(Dorado Martinez y col., 2003).

1.1. RADICALES LIBRES (RL) Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Un radical libre (RL), o simplemente radical, es cualquier atomo o molécula que
contiene uno o0 mas electrones desapareados que pueden alterar la actividad quimica de
cualquier atomo o molécula incrementando su reactividad.

Determinadas moléculas del organismo reaccionan con los RL produciéndose
reacciones en cadena en las que se forman nuevos RL o se originan alteraciones
estructurales.

Tabla 1.- ROS més comunes en sistemas bioldgicos.

ROS REACCION QUIMICA
OH- Hidroxilo H,O,+ Fe* — Fe* + OH' + OH'
Oy Superoxido NADPH+0O, , NADPH +H +2*O,
NO; Didxido de nitrégeno OH' + NO,- — OH + NO,
NO Oxido nitrico NO + 0, — ONOO
LOy Peroxilo H,O,+ Fe* — Fe*+OH+ OH
L Radical lipidico LOO+LH — LOOH+L-

En practicamente la totalidad de los procesos metabdlicos inherentes al organismo se
producen pequefas cantidades de ROS, como sucede en el reticulo endoplasmatico, los
microsomas y los peroxisomas, no obstante, la fuente endégena de ROS mas importante
es el sistema mitocondrial de transporte de electrones, donde se generan las ROS como
producto secundario del metabolismo energético oxidativo (Dorado Martinez y col.,
2003; Ajith y Jayakumar, 2014).
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Las principales ROS producidas por el organismo son el radical hidroxilo (OH"), el
radical superdxido (O,*) el 6xido nitrico (NO), etc. (Tabla 1).

Por ejemplo, las radiaciones electromagnéticas de baja longitud de onda, hv (rayos
gamma) pueden provocar la ruptura de las moléculas de agua del organismo, generando
radicales OH* (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Si el radical OH" se genera cerca del ADN, éste ataca a las bases puricas y pirimidinicas
causando mutaciones (Dizdaroglu, 1993).

El radical O, se genera de forma controlada en situaciones normales en el organismo,
bien por escape de electrones de la cadena de transporte mitocondrial, bien por una
reaccion directa del oxigeno con moléculas oxidables (degradacion de purinas por la
xantina oxidasa). El propio organismo se encarga de eliminarle mediante distintos
sistemas enzimaticos que controlan su formacién. ElI O, dismuta a O, y peroxido de
hidrogeno (H,0,) espontaneamente, de forma bastante rapida (a pH 7).

El radical O, " puede asimismo contribuir a la produccion del radical OH-, de forma no
enzimatica (Reaccion de Haber-Weiss).

O, + HyOp + HY —-meeee > 0, + H,O + OH’

Otras reacciones son las que se producen entre el radical O, "y los iones de hierro y
cobre dando lugar también a radicales OH- (Halliwell y Gutteridge, 1989; GroR% y col.,
2013).

También puede reaccionar rapidamente con otros compuestos como el éxido de
nitrogeno (NO), conocido como 6xido nitrico, formando peroxinitrito. EI NO es una
molécula muy inestable que se oxida con facilidad originando diéxido de nitrégeno por
lo que también se considera una ROS.

Aunque los radicales mencionados anteriormente (O, y NO) no son muy reactivos
quimicamente, bajo determinadas circunstancias, pueden generar productos toxicos.

Efectivamente, cuando dos radicales libres reaccionan, sus dos electrones desapareados
forman un enlace covalente. Asi, cuando se combinan a pH fisiologico el radical O,y
NO, se forma el anién peroxinitrito (ONOQY), el cual reacciona con la proteinas
descomponiéndolas en productos toxicos, como el dioxido de nitrogeno (NO,), OH", ¢
ion nitronio (NO,") (Tsang y Chung, 2009).

NO + O, —>0ONOO

El ONOO/, inhibe la respiracion a nivel de la mitocondria, promueve la peroxidacion
lipidica, nitracion de tirosina y ruptura de las cadenas de ADN, induciendo asi la muerte
celular (Bolton y col., 2009). A pH fisioldgico se transforma en acido peroxinitroso
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(ONOOH) el cual puede reaccionar con otras moléculas (ADN, lipidos) dando lugar a
compuestos citotdxicos (Halliwell, 2001).

Cuando el NO se encuentra en exceso en la mitocondria, puede inhibir ademas el
enzima citocromo oxidasa, dando lugar a una pérdida de electrones y a la formacion de
mas O, , lo que ocurre en los procesos inflamatorios.

Aunque el H,O, no es un RL propiamente dicho ya que todos los electrones de su
orbital externo se encuentran apareados, se incluye dentro de este grupo por presentar
propiedades similares. Se trata de un oxidante que, en presencia de iones metalicos, es
capaz de generar RL en una reaccién no enzimatica (reaccion de Fenton). Entre sus
caracteristicas figuran su capacidad para difundir a través de las membranas bioldgicas
y ademas ser producido por muchos enzimas que fijan O, presentes en peroxisomas,
mitocondrias y reticulo endoplasmaético.

La reaccion de Fenton se produce entre el H,O, y metales de transicién, generalmente
hierro o cobre, dando como resultado la generacion de radicales OH:, altamente
reactivos (Moriwaki y col., 2008).

Al producto del metabolismo de los RL se le denomina especies reactivas e incluyen a
las de oxigeno (ROS), hierro (RIS), cobre (RCS), asi como a las especies reactivas de
nitrogeno (RNS) (Dorado Martinez y col., 2003). Aunque no todas son RL, son
moléculas oxidantes que se pueden transformar en RL.

Las ROS se producen en el metabolismo redox de la célula (Aoyama y Nakaki, 2013).
Presentan una alta reactividad, tanto que son capaces de reaccionar con una amplia
gama de estructuras celulares. Sus dianas principales son los &cidos grasos constitutivos
de las membranas fosfolipidicas, las proteinas y los acidos nucleicos. Una vez formadas
dichas especies, dan lugar a una serie de reacciones en cadena (peroxidacion lipidica,
glicosilacién) que pueden dafiar moléculas de importancia bioldgica, ya sea por una
alteracion directa de la estructura y funcion, por la aceleracion de la protedlisis
enddgena o por el incremento de la funcion enzimatica (Zorrilla y Fernandez, 1999).

La reaccidn de peroxidacion puede iniciarla el radical hidroxilo, el radical hidroperoxilo
y quizas el oxigeno singlete, pero no el radical superoxido o peroxido de hidrogeno
(menos reactivos). El radical libre extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos
metileno de la cadena del acido graso y deja un electron no apareado, con lo cual se
genera un radical lipidico. Este radical lipidico, rapidamente, sufre un reordenamiento
molecular para producir un dieno conjugado, que reacciona con el oxigeno molecular y
produce un radical hidroperoxilo. Este radical puede a su vez extraer un atomo de
hidrogeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado para formar un
nuevo radical lipidico y un hidroperdxido lipidico. El radical lipidico entonces, se
combina con otra molécula de oxigeno y continla la reaccion en cadena. El
hidroperdxido lipidico es un componente estable hasta que se pone en contacto con
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iones metalicos de transicion, entonces se producen mas radicales, que a su vez
posteriormente inician y propagan otra cadena de reacciones.

LH+OH —> L' +H,0
L-+ 0, ——> LOOr
LOO'+LH—> LOOH +L-

El hidroperéxido en presencia de un radical, puede reaccionar con el ion metéalico Fe®*
dando lugar a un radical alcoxilo (LO") que es mas reactivo que el radical peroxilo
(LOO") ya que puede iniciar otra peroxidacion.

LOOH + Fe** 5 Fe¥* + LO- + OH
LOOH + Fe** ——> Fe?*" + LOO" + H'

Los productos finales de este proceso de peroxidacion lipidica son aldehidos, gases
hidrocarbonados y otros residuos quimicos, incluido el malondialdehido. Estos
productos de degradacion pueden difundir lejos del lugar de la reaccién y producir
edema celular, ademas de influir sobre la permeabilidad vascular, inflamaciéon y
quimiotaxis. Asimismo, pueden alterar la actividad de fosfolipasas e inducir la
liberacion de acido araquidonico, con la subsiguiente formacion de prostaglandinas y
endoperoxidos (Holgado y col., 1994).

El hierro es fundamental para la vida humana, para el metabolismo neuronal, para la
produccién de energia en la mitocondria y para el proceso de mielinizacion; pero un
exceso de hierro en el organismo da lugar a la formacion de ROS y por tanto
neurodegeneracion (Inglese y Petracca, 2013). Como ya se ha comentado, tiene la
habilidad de transferir un electrén cada vez que pasa de su estado férrico (Fe**) a
ferroso (Fe?*) en reacciones con RL:

H.Op+ Fe* 5 Fe** + OH + OH

El cobre es un metal de transicion que se requiere como cofactor de muchas
metaloenzimas, como es el caso de la Cu-Zn superoxido dismutasa, citocromo C
oxidasa, ceruloplasmina o dopamina B-monooxigenasa. No obstante, un exceso de este
metal cataliza la generacion de radicales hidroxilos en una reaccion de tipo Fenton o,
directamente, inhibe las funciones proteicas contribuyendo al inicio de enfermedades
(Scheiber y col., 2010).

1.2. MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Un antioxidante es cualquier sustancia que, presente en bajas concentraciones, retrasa o
inhibe la oxidacion. Pueden actuar de las siguientes formas (Dorado Martinez y col.,
2003):

¢ Disminuyendo la concentracion de oxidantes
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Evitando la iniciacion de la reaccidn en cadena, al detener los primeros radicales
libres formados

Uniéndose a iones metalicos para evitar su contribucion a la formacion de
especies reactivas

Transformando los perdxidos en productos menos reactivos

Deteniendo la propagacion y el aumento de radicales libres

En el organismo se han desarrollado diferentes mecanismos de defensa antioxidante
frente a la accion de los radicales libres. Pueden ser extranucleares o intranucleares.

1.2.1. Enzimas Extranucleares

Catalasas (CAT): pertenecen a la categoria de los enzimas oxidorreductasas,
encargados de la descomposicion del H,O; en oxigeno y agua. Estan localizados
en los peroxisomas de la mayor parte de las células. Existen cuatro tipos: CAT1,
el més abundante, es un enzima tetramérico que utiliza como cofactor al
grupo hemo (dos subunidades pequefias); CAT2, también tetramérico y con
grupo hemo (dos subunidades grandes); CAT3 (catalasa-peroxidasa), enzima
dimérico con grupo hemo; y CAT4, enzima hexamérico que utiliza como
cofactor i6n manganeso Mn?* (Chelikani y col., 2004).

2 H,0, 7 2 H,0 + O,

Superoxido dismutasa (SOD): cataliza la dismutacién del radical superdxido
(0,7) en H,0, y O, utilizando como cofactores iones metalicos (Cu*™, Zn** o
Mn*?). De esta forma, el enzima protege a la célula de las reacciones dafiinas del
radical O,

20, + 2H" — H,0, + O,

En humanos existen tres formas de este enzima: SOD1 localizado en el
citoplasma, SOD2 mitocondrial y SOD3 del liquido extracelular. EI primero es
un dimero, mientras que los otros dos son tetrameros. SOD1 y SOD3 contienen
cobre y zinc, mientras que SOD2 posee manganeso en su centro reactivo (Peskin
y Winterbourn, 2000).

Su papel protector frente a la oxidacion se ha constatado en numerosos trabajos
cientificos. Por ejemplo, se ha comprobado que una deficiencia parcial de este
enzima (SOD2) en ratones transgénicos (Tg19959) con enfermedad de
Alzheimer, incrementa la patologia amiloide de la enfermedad (Dumont y col.,
2009). Por otra parte, una sobreexpresion del enzima SOD2 en un modelo de
ratones transgénicos (Tg2576) con EA, reduce la concentracion de radical O,
en el hipocampo y previene déficits de memoria en dichos ratones (Massaad y
col., 2009).
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Glutation peroxidasa (GPx), cataliza la reaccion de descomposicion del H,0,
(generado por la SOD en citosol y mitocondria) en H,O en presencia de
glutation, oxidando el glutation desde su forma reducida (GSH) a su forma
oxidada (GSSG) (Halliwell, 2001). Su principal funcion es proteger al
organismo del efecto degradante de los hidroperoxidos y lipoperdxidos (L-
OOH) formados de forma enddgena. Existen dos isoformas de GPx: una
tetramérica dependiente de selenio, la cual descompone los hidroperdxidos
organicos e inorganicos, utilizando como cofactor selenio, y otra, independiente
de selenio, dimerica, que cataliza la descomposicion de los hidroperdxidos
organicos (glutation transferasas) (Valko y col., 2006).

El enzima GPx dependiente de selenio estd compuesto por 4 subunidades

idénticas entre si y cada una de ellas contiene un atomo de Se unido
covalentemente a una molécula de cisteina. En el organismo, se han encontrado
en los diferentes tejidos cuatro tipos del enzima glutation peroxidasa
dependiente de selenio: GPx1, es un homotetramero y su localizacién celular es
el citoplasma. Esta presente fundamentalmente en el cerebro y en la mayoria de
células del organismo; GPx2, es un homotetramero localizado en el citoplasma
celular, se expresa mayoritariamente en el higado y tracto gastrointestinal,
reduce el peroxido de hidrégeno y los alquil hidroperoxidos peroxidos en el
tracto gastrointestinal para evitar las absorcion de estas moléculas dafiinas en el
organismo; GPx3, es extracelular y se encuentra en plasma; GPx4 o glutation
peroxidasa fosfolipido hidroperdxido, ubicado en membranas celulares, ayuda a
mantener la integridad de estas (Aoyama y Nakaki, 2013) .

2 GSH + H,0, = GSSG + 2 H,0
2 GSH + ROOH + GSSG + ROH + H,0

Glutation reductasa (GR), acoplado a la anterior, se encarga de reciclar el
glutatién oxidado originado, manteniendo asi el balance redox de la célula. Es
un flavoenzima dependiente de NADPH que cataliza la reduccion del glutation
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH).

GSSG +2 NADPH — 2GSH +2 NADP*

Es un enzima homodimérico compuesto por dos subunidades idénticas entre si
unidas por un puente disulfuro. El enzima GR permite mantener concentraciones
de GSH en la célula, no solo para ser utilizado por el GPx en la eliminacion del
H,0,, sino para la recuperacion de las vitaminas C (&cido ascorbico) y E (alfa-
tocoferol), ademas de participar en la eliminacion de RL generados in situ o a
distancia. EI GSH interviene ademas en la detoxificacion de compuestos
xenobidticos, el almacenamiento y transporte de cisteina, el metabolismo de los
leucotrienos y las prostaglandinas, la sintesis de los desoxiribonucleétidos, la
funcién inmunoldgica y la proliferacion celular (Cisneros Prego, 1995), ademas
de participar en la maduracién de los grupos Fe-S en las proteinas y como sefial
de transduccion que comunica el medio ambiente con la maquinaria de
transcripcion celular (Aquilano y col., 2014).
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1.2.2.

1.2.3.

NAD(P)H quinona oxidoreductasa: quinona oxidoreductasa 1 (NQO1), enzima
localizado principalmente en el citosol de la célula aunque en situaciones de
estrés oxidativo puede migrar al nucleo, es otro sistema de detoxificacion de
especies reactivas en el organismo. Es un flavoenzima capaz de reducir quinonas
a hidroquinonas, a través de la donacion de dos electrones, evitando la
generacion de intermediarios semiquinénicos reactivos e inestables, capaces de
reaccionar con el oxigeno para dar lugar a superoxido (Jodar-Montilla, 2010;
Siegel y col., 2012). Este enzima utiliza indistintamente NADPH o NADH como
donador de electrones y es inhibido eficientemente por dicumarol. Es un enzima
de fase Il, que se encarga junto a otros, del mantenimiento de la homeostasis y
del estado redox a nivel celular (Gradinaru y col., 2012).

En el cerebro, este enzima se localiza en neuronas dopaminergicas Yy

principalmente en astrocitos. Durante la autooxidacion de la L-Dopa, se forman
quinonas perjudiciales para el organismo y es en ese momento cuando la NQO1
transforma estas quinonas labiles en hidroquinonas, que son moléculas mas
estables y mas féciles de excretar por el organismo (Van Muiswinkel y col.,
2000).

Enzimas Intranucleares: Enzimas reparadores de ADN, enzimas que retiran
los acidos grasos oxidados de las membranas, destruyen proteinas dafiadas por
RL, etc.

Compuestos Extracelulares e Intracelulares: o-tocoferol, ascorbato, urato,
glutation (GSH). Estas moléculas eliminan RL reaccionando directamente con
ellos de forma no catalitica.

Glutatiéon (GSH): es un tripéptido tiol no proteico, derivado de aminoacidos (L-
cisteina, &cido L-glutamico y glicina). Es el antioxidante mas abundante del
SNC. Su funcién principal es el mantenimiento de la homeostasis redox
del cerebro, en donde se encuentra en concentraciones que varian entre 2 y 3
mM dependiendo de la region cerebral (en el cortex se encuentra en mayor
concentracion) y del tipo celular (microglia > astrocitos > neuronas). Por
ejemplo, las células gliales son ricas en cisteina (Cys), glicina y glutamato, que
son dos sustratos intracelulares para la sintesis de GSH (Robert y col., 2014).
Como se ha comentado, el glutation es fundamental en el organismo ya que el
enzima GPx lo utiliza como sustrato para la detoxificacion del peroxido de
hidrogeno e hidroperdxidos. En neuronas, en condiciones fisioldgicas, es este
enzima el que controla la detoxificacion del H,O, (el valor de Ky, para el enzima
CAT es alto mientras que el de GPx es bajo). Anomalias en el funcionamiento
del glutation parecen estar relacionadas con la etiologia de distintas
enfermedades neurodegenerativas (EA, EP, esclerosis lateral amiotrofica (ELA),
paralisis supra espinal progresiva (PSP) y esclerosis multiple (EM) (Aoyama
y Nakaki, 2013).

Ascorbato: se encuentra en el cerebro en concentraciones micromolares.
Aparece mayoritariamente en neuronas, en glia y astrocitos, se encuentran en
bajas concentraciones. Desempefia diferentes funciones en el cerebro, aunque
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todas ellas relacionadas con su capacidad como donador de electrones (Harrison
y May, 2009). Asi por ejemplo, es sustrato del enzima ascorbato peroxidasa
(APXx) que transforma el H,O, en agua (Bielen y col., 2013).

e a-Tocoferol: inhibe la peroxidacion lipidica ya que es capaz de captar radicales
peroxilo (LOOH"). Estos radicales reaccionan 100 veces mas rapido con los
tocoferoles que con los &cidos grasos. El grupo hidroxilo del tocoferol reacciona
con el radical peroxilo, dando lugar a un hidrolipoperoxido y a un radical de
tocoferol. Este puede reaccionar con la vitamina C u otro donador de electrones,
retornando a su estado reducido (Traber y Stevens, 2011). El a-tocoferol se
absorbe de forma activa en el tejido cerebral ejerciendo un efecto protector de
las membranas celulares (Bourre, 2006).

e Urato: El acido urico es el metabolito final del catabolismo de las base puricas.
Es uno de los antioxidantes mas importantes que existe en los fluidos bioldgicos
en el hombre, ya que es capaz de neutralizar el 50% de los radicales
encontrados en el torrente sanguineo (Alvarez-Lario y Macarron-Vicente,
2011). Es capaz de neutralizar radicales ONOO" e hidroxilo, evitando que se
oxiden o nitren otras moléculas bioldgicas (Suzuki, 2007).

1.2.4. Proteinas transportadoras: Transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina,
albumina, hemopexina y haptoglobina. Estas proteinas captan iones hierro y
cobre, evitando las reacciones en cadena con radicales libres (Halliwell y
Gutteridge, 1989; Halliwell y Gutteridge, 1990; Gutteridge y Stocks, 1981).

1.3. DANO OXIDATIVO

Cuando la generacion de ROS supera la capacidad de las defensas antioxidantes para
neutralizarlas (estrés oxidativo), proteinas, lipidos, ADN y otras macromoléculas se
convierten en dianas susceptibles de ser oxidadas (Ischiropoulos y Beckman, 2003). El
resultado mas comun del estrés oxidativo es el aumento del dafio de las membranas
lipidicas, del ADN vy de las proteinas, lo que se traduce en el desarrollo de diferentes
patologias como por ejemplo el cancer (Kaur y col., 2014). El dafio oxidativo conduce
a la acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitoxicidad y
apoptosis. La peroxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares, inicia un deterioro acumulativo de sus funciones que se traduce en una
reduccion en el potencial electroquimico y en un incremento de su permeabilidad.

Otra de las consecuencias del dafio oxidativo es el incremento mantenido de la
concentracién de Ca** intracelular que origina la activacién de proteasas, lipasas y
endonucleasas. La activacion de proteasas dependientes de Ca*? puede dafiar el
citoesqueleto y las proteinas de membrana. La activacion de lipasas cataliza la hidrolisis
de los fosfolipidos de membrana, como ocurre con la fosfolipasa A, (FLA,), enzima que
interviene en la liberacion del acido araquiddnico y sus metabolitos, responsables del
dafio oxidativo en varios trastornos clinicos. Ademas, la activacion de las endonucleasas
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dependientes de Ca*?, provoca la fragmentacion del ADN relacionada con los procesos
de la muerte celular por apoptosis (Dorado Martinez y col., 2003).

La apoptosis, a diferencia de la necrosis, es un proceso activo, no inflamatorio, que
origina la muerte celular. Un estimulo externo (estrés oxidativo, NO) y la deprivacion
de factores de supervivencia celular, como un aumento del Ca*? intracelular, (Takuma y
col., 2004), caspasas, genes apoptoticos, enzimas liticas, etc. (Dorado Martinez y col.,
2003), pueden activar la apoptosis celular. Asi, la translocacion al nucleo del factor
nuclear kappa-B (NFxB), a su vez inicia cambios morfologicos en el ntcleo:
condensacion de la cromatina en agregados bien delimitados, de formas y tamafios
diversos en la superficie externa de la membrana nuclear; la formacion de nucléolos
remanentes y fragmentacion del ndcleo. Posteriormente, en el citoplasma celular, las
mitocondrias sufren cambios morfoldgicos, los ribosomas se desprenden del reticulo
endoplasmico rugoso y de los polirribosomas y, por ultimo, se produce una
fragmentacion celular en cuerpos apoptoticos, que finalmente son fagocitados por
macrofagos o por células vecinas (Giron, 2008).

La necrosis es un fendbmeno pasivo que se presenta como consecuencia de alguna
agresion y que lleva a un exceso en el flujo de Ca*. Generalmente va acompafiada de
una respuesta inflamatoria aguda que implica cambios metabdlicos progresivos, con una
importante reduccion de ATP, edema celular y mitocondrial, ruptura de membranas,
dilatacion de las cisternas en reticulo endoplasmico, liberacion de hidrolasas, ruptura de
lisosomas, condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN por endonucleasas
(Dorado Martinez y col., 2003).

La excitotoxicidad es “en esencia, un efecto exagerado del efecto excitatorio provocado
por los receptores glutaminérgicos” (Olney y col., 1974). Esta teoria se basa en el hecho
de que los analogos de glutamato que tienen un efecto excitatorio sobre las neuronas,
son también neurotdxicos y ademas su potencia excitatoria es correlativa con su
potencia neurotoxica. Asi, el glutamato y otros aminoacidos, son capaces de aumentar la
entrada de calcio en las neuronas favoreciendo la entrada de calcio en la mitocondria, lo
cual provoca la generaciéon de ROS, la despolarizacion de la mitocondria, la induccion
de la desregulacion del calcio y una degeneracion neuronal (Lai y col., 2014).

Las ROS, ademas de generarse durante el proceso de respiracion aerdbica en la
mitocondria, se generan también durante los procesos inflamatorios como un método de
defensa del organismo. Una excesiva produccién de ROS durante un proceso
inflamatorio crénico, contribuye de forma significativa a situaciones patoldgicas.
Durante la inflamacién se producen una serie de citocinas capaces de inducir la
activacion del enzima oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y por tanto, la sintesis de
NO (Von Bernhardi, 2007). EI NO, no solo puede reaccionar con otras ROS, sino que
también puede dar lugar a reacciones de nitrosilacion, las cuales modifican los residuos
tiol de las proteinas para formar nitrosotioles. Esta modificacion de las proteinas, regula
la trascripcion de genes, el trafico vesicular, al receptor mediador de transduccion de
sefiales y la apoptosis (Tsang y Chung, 2009).
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Un exceso en la produccion de NO induce la muerte neuronal ya que ocasiona dafio en
la cadena de transporte mitocondrial, interrumpiendo la sintesis de ATP en la neurona,
lo que provocaria asimismo un aumento en la generacion de ROS (Fig. 1). Por ejemplo,
el NO producido por la microglia y por los astrocitos, podria reaccionar con el anién
O, producido por la NADPH oxidasa (NOX), generando el radical ONOO", el cual
inhibe la respiracion mitocondrial e induce apoptosis (via caspasa), excitotoxicidad
dependiente de glutamato y por ultimo, muerte neuronal (Vauzour, 2012).
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Figura 1- Cadena de transporte mitocondrial y formacién de algunas ROS en la mitocondria (A. Lépez
Cid).

Normalmente, durante la respiracion, el oxigeno que llega a la mitocondria se
transforma por efecto de la cadena de transporte electrénico en agua, pero existe un
pequefio porcentaje de moléculas de oxigeno que pierden un electron formandose el
radical superdxido. Este, por accion de la SOD, se transforma en peroxido de hidrégeno,
que a su vez por la accion de los enzimas CAT y GR se transforma en agua y oxigeno.
En situaciones de neuroinflamacion la neuroglia se activa, dando lugar a ROS y a la
formacion de NO por la iNOS, los cuales se liberaran al medio y difundirn a neuronas
generando en ellas mas ROS y RNS. Asi mismo, en presencia de Fe?*, el peréxido de
hidrogeno se convierte en radical hidroxilo a través de una reaccion tipo Fenton. Un
exceso de glutamato induce la activacion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y
por tanto, la liberacion de 6xido nitrico, el cual en presencia del radical superdxido se
transformara en la ROS ONOOQO', el cual puede dar lugar a OH y NO, que continuaran
las reacciones de oxidacion y nitracién (Tsang y Chung, 2009).
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2. NEURODEGENERACION

La neurodegeneracion parece ser provocada por eventos multifactoriales, que incluyen
el estrés oxidativo, la excitotoxicidad, la neuroinflamacion, los incrementos en hierro
y/o el agotamiento de antioxidantes endogenos. Un estado de estres oxidativo causa en
la célula efectos tdxicos por oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos y
nucleotidos, lo cual produce acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion
mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis (Limén y col., 2010; Von Bernhardi, 2007;
Quintanilla y col., 2012). Estos eventos hacen totalmente vulnerable al SNC y conllevan
un inevitable deterioro funcional.

Todos los tejidos del organismo sufren dafio oxidativo, pero el cerebro, es
especialmente sensible a este dafio debido a una serie de circunstancias:

Su elevado consumo de oxigeno (elevado consumo de ATP por las neuronas).

Gran consumo de glutamato como neurotransmisor. Cuando éste se encuentra
en alta concentracién en el cerebro, puede provocar la muerte celular por
excitotoxicidad. Este proceso estd mediado por receptores de glutamato del tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA) que son capaces de permitir un aumento en la
afluencia de iones calcio, dando lugar a un proceso neurodegenerativo en las
neuronas con hiperactivacion de la FLA,, de la actividad de calpaina y de la
actividad nNOS. Como consecuencia de todo ello, se produce un incremento en
la liberacién de NO, peroxidacidn de &cidos grasos y protedlisis.

Ademas, este aumento del glutamato y la activacion de receptores NMDA
implica la produccion de ROS mediada por NADPH-oxidasa (Girouard y col.,
2009). Las ROS liberadas acttan sobre diferentes proteincinasas activadas por
mitogenos (MAPKS), favoreciendo la apoptosis e induciendo inflamacién (Da
Rochay col., 2011).

Muchos de los neurotransmisores son moléculas autooxidables.
Las defensas antioxidantes en el cerebro son mas bien modestas.

El hierro almacenado en diferentes areas cerebrales, aunque en concentracion
elevada, se encuentra en forma de ferritina lo cual limita su capacidad para
catalizar el dafio oxidativo.

Las membranas cerebrales contienen una gran cantidad de &cidos grasos
poliinsaturados que son moléculas extremadamente sensibles a la oxidacion. Su
peroxidacién inicia un deterioro acumulativo de sus funciones: disminucion en
la fluidez, reduccion en el potencial electroquimico y aumento de la
permeabilidad de la membrana para diferentes iones, entre los que destaca el
Ca®*. Como ya se ha comentado, el aumento en la concentracién de Ca®*
intracelular por periodos prolongados de tiempo, activa proteasas, lipasas,
endonucleasas y especialmente la nNOS, responsable de sintetizar el NO,
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molécula importante para el progreso del estrés oxidativo que causa
degeneracion neuronal.

e Algunas de las células que constituyen la microglia son células tipo macrofagos

capaces de producir O, y H,0, vy, en algunos casos, NO. Cuando se activan
tienen ademas la capacidad de segregar citocinas proinflamatorias.

¢ Finalmente las ROS reaccionan con intermediarios del ciclo del citocromo P450
de ciertas regiones cerebrales, generando perdxido de hidrégeno y anion
superoxido (Halliwell, 2001).

Por tanto, los procesos inflamatorios también desempefian un papel crucial en el
desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas. Tanto en modelos experimentales
de dichas enfermedades, como en tejidos de pacientes, se ha observado que las células
del cerebro que inician el proceso neuroinflamatorio son las células gliales (Choo y col.,
2013). Se ha demostrado que la activacion de las células gliales (astrocitos y microglia)
conduce a la liberacion prolongada de citocinas proinflamatorias y otros mediadores de
la inflamacion como interleucina 1 (IL-1P), factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B), factor de necrosis tumoral o (TNF-a), interferon y (IFN-y) y prostaglandinas,
que pueden contribuir a la activacion progresiva de la apoptosis y provocar la muerte de
las neuronas. Su liberacion desencadena una cascada de eventos moleculares en la
propia glia y también en las neuronas, activando la respuesta inflamatoria asi como los
mecanismos para la produccion de ROS.

Sin embargo, los mecanismos no son sencillos ya que por ejemplo la IL-1B, agente
proinflamatorio que induce la expresion de iINOS y la produccién de NO mediada por la
activacion de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) y por NF-kB, puede
tanto contribuir como limitar la neurotoxicidad (Von Bernhardi, 2007). Hay que tener
en cuenta que el NFkB responde a la sefializacion de la proteina activada por mitégeno
p-38 (p38) y por tanto, a la induccion de la iNOS, lo cual sugiere que existe una
interaccion entre vias de sefializacion, factores de transcripcion y produccion de
citocinas, en la respuesta inflamatoria del SNC (Bhat y col., 2002).

Las enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia en la actualidad son:

e Enfermedad de Alzheimer (EA): En Espafia se calcula que existen de 500.000 a
800.000 afectados (Static, 2013). Algunos estudios apuntan a que dentro de 15 afios
podrian existir casi siete millones de enfermos, por lo que su prevencion deberia ser
una prioridad sanitaria para nuestro pais. En un 98% de los casos, el inicio de la
enfermedad suele ocurrir entre los 65-69 afios de edad, no obstante, cuando la
enfermedad esté relacionada con un componente genético (autosémico dominante),
aproximadamente en un 2% de los casos, el inicio es mas temprano (30-40 afios de
edad).

Descrita por primera vez en noviembre de 1907 por el médico aleman Alois
Alzheimer, sus sintomas clinicos caracteristicos son alteraciones cognitivas severas,
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desorientacion, pérdida de memoria, afasia, desilusion y comportamiento
impredecible (Méller y Graeber, 1998). A nivel del tejido cerebral se manifiesta por
la aparicion en el espacio extracelular de depdsitos de proteina B amiloide (AP) en
forma de placas, la formacion de haces neurofibrilares compuestos por proteinas
anormalmente fosforiladas (proteina tau), la degeneracién de las sinapsis y la
pérdida pronunciada de neuronas corticales y subcorticales (hipocampo, areas de
asociacion de la corteza y nucleo basal de Meynert). Estos cambios patolégicos
estan asociados a procesos inflamatorios, generacion de radicales libres y a un
déficit del factor de crecimiento neuronal (FCN) (Martin-Carrasco, 2009).
Igualmente se ha observado una relacién entre la pérdida de ramificaciones
dendriticas y axonales, y la deficiencia de estrogenos lo que podria contribuir a la
progresion de la enfermedad.

A nivel bioguimico, se ha observado una disminucion importante en las
concentraciones de algunos neurotransmisores, fundamentalmente acetilcolina
(ACh), asi como también noradrenalina y serotonina. Igualmente se observa una
reduccion, aunque menor, de glutamato, dopamina y substancia P.

En cuanto al origen de la enfermedad, existen en la actualidad diversas teorias, no
quedando aun claro si la acumulacion en exceso de proteina AP y de proteina
fosforilada tau son causa o efecto de la misma (Castellani y Perri, 2014). En la
actualidad se proponen diversas teorias para explicar la enfermedad de Alzheimer,
siendo las mas aceptadas la teoria amiloide, la teoria basada en el envejecimiento y
la hipétesis colinérgica.

- La“teoria amiloide” propone como origen de la enfermedad que el incremento
en la formacion de las placas Ap asociado al aumento de la fosforilacion y
division de la proteina tau, da lugar a especies tdxicas que perjudican el
funcionamiento neuronal. Efectivamente se ha comprobado que en los enfermos
de Alzheimer, el péptido AP produce dafio neuronal y fallo cognitivo a través de
la generacion de ROS, RNS, deterioro mitocondrial, desregulacion en la
comunicacion intracelular (sinapsis fallidas) y procesos inflamatorios
(Quintanillay col., 2012).

Parece ser que en los inicios de la enfermedad juega un papel importante la
disfuncion mitocondrial. Cuando la mitocondria esta dafiada produce RL que
incrementan el estrés oxidativo (Zhu y col., 2007).

- La “teoria basada en el envejecimiento” propone que existe una clara
conexion entre la edad y la EA, ya que durante el envejecimiento se produce un
declive de las neuronas del locus coeruleus, asi como un aumento de densidad

de las placas neuriticas con formacion de placas AP y ovillos neurofibrilares
(Armstrong, 2013).

- La “hipétesis colinérgica” esta basada en que durante la EA se producen
pérdidas significativas de ACh en el cerebro que estan relacionadas con una
reduccidn significativa de los niveles de ACh-transferasa en el cértex cerebral.
Se ha comprobado la existencia de una correlacion entre los niveles de este
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enzima y la aparicion de placas amiloides. Asimismo parece existir una
correlacion entre la concentracion del enzima en el hipocampo y la densidad de
ovillos neurofibrilares. Esta teoria también propone que la degeneracion de la
EA se extiende a través de las sinapsis neuronales y de la transmision de
sustancias entre neuronas (Armstrong, 2013).

- Intervencion genética (EA familiar): Un pequefio porcentaje de casos de EA
esta ligado a mutaciones en los genes que codifican para la proteina precursora
de AP, mutaciones en los genes de presenilina y variaciones en el alelo de la
apolipoproteina E (Apo E) (Armstrong, 2013).

- Otras teorias que también se proponen como origen de la enfermedad son la
posible incidencia de factores ambientales (exposicion al aluminio, en la
actualidad desechada) o de agentes infecciosos, deficiencias fisiologicas
(malnutricion), alteraciones del sistema inmune, existencia de un trauma
cerebral, la teoria basada en la disfuncion mitocondrial en la cual serian las
ROS las causantes del dafio mitocondrial, mermando sus funciones y por lo
tanto dando lugar al envejecimiento (Quintanilla y col., 2012) y la teoria de la
disfuncion de la barrera hematoencefalica (la degeneracion de los vasos
sanguineos o difusion de las sustancias desde los vasos podria influir en la
formacion de depositos AP).

Aunque las tres primeras teorias son las mas aceptadas pues existe una clara
relacion entre la enfermedad, el envejecimiento, la formacion de placas y ovillos y
la disfuncion colinérgica, el trauma cerebral y la malnutricion son realmente
factores de riesgo. Por el contrario, los cambios inmunoldgicos y la disfuncion
mitocondrial podrian ser en realidad consecuencias de la enfermedad.

Armstrong (2013) define la EA como una enfermedad multifactorial en la que
factores externos e internos aceleran el ritmo del envejecimiento. Como
consecuencia de la degeneracion de las vias neuronales, asi como de los vasos
sanguineos, se forman agregados anormales de proteina A y ovillos neurofibrilares
de proteina tau, los cuales se extienden desde el 16bulo temporal medial a otras
zonas del cerebro de célula a célula.

En la actualidad, se estd trabajando intensamente en el disefio de pruebas
diagnosticas que permitan la identificacion temprana de la enfermedad, antes de
que aparezcan los primeros sintomas clinicos. Por ejemplo, se propone la
tomografia por emision de positrones con fluorodesoxiglucosa (FDG-PET) para
medir el contenido de proteina amiloide en el cerebro, resonancia magnética por
imagenes (MRI) para realizar medidas volumétricas y el analisis del fluido
cerebroespinal (CSF) para determinar en ¢l AP y tau (Castellani y Perri, 2014).

e Enfermedad de Parkinson (EP): Tradicionalmente se define como un trastorno
principalmente motor. James Parkinson, en 1817, declar6 que sus sintomas mas

31



Introduccion

caracteristicos son: “el movimiento tembloroso involuntario con posturas
anormales y una pérdida del control muscular voluntario” (Garcia-Ruiz y col.,
2014). Estos sintomas motores son consecuencia de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta.

En cuanto a la etiologia de la enfermedad, son numerosos los experimentos que
confirman la relacion entre esa pérdida de neuronas dopaminérgicas y el estrés
oxidativo, los bajos niveles de GSH y los altos niveles de hierro y calcio en la
sustancia negra. Ademas, se ha observado que en estas situaciones de estrés,
aparecen elevadas concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados, los cuales dan
lugar a una peroxidacion lipidica y por tanto, al incremento de compuestos toxicos
para el cerebro. Existen pruebas fehacientes que indican que el estrés oxidativo y el
dafio mitocondrial dan lugar a una cascada de eventos que desembocan en la
degeneracion de estas neuronas dopaminérgicas. Estos datos se corroboran
mediante el analisis post mortem del cerebro de enfermos de Parkinson (Dias y col.,
2013).

Por otro lado, la microglia esta constituida por células del cerebro que forman parte
del sistema inmune del SNC, son células fagociticas. Se activan por dafio cerebral o
por estimulacion inmunolodgica. Estudios post mortem revelan la presencia de iNOS
en la microglia activada de la sustancia negra (Hirsch y col., 2003), lo cual
induciria un aumento de los niveles de NO. Esto a su vez origina la inhibicion de
diferentes enzimas de los complejos | y IV de la cadena de electrones mitocondrial.
Dicha inhibicion da lugar a la formacion de ROS, las cuales activaran
posteriormente la microglia (Dias y col., 2013). Se ha observado la activacién de
microglia y astroglia utilizando modelos in vitro e in vivo en los que el 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) actia como toxico. La activacion de dichas
células conduce a un deterioro neuronal ya que producen un amplio espectro de
moléculas neurotoxicas, como citocinas, quimocinas, prostraglandinas, gran
cantidad de ROS y RNS (Niranjan y col., 2012). Por otra parte, esta
neurodegeneracion se ve favorecida por el aumento de los niveles de glutamato y
del TNFa. Esta situacion de degeneracion neuronal, provoca a su vez una nueva
activacion de la microglia, la cual genera otra vez ROS y RNS ademas de citocinas,
y una disminucién de la secrecion de los factores troficos responsables de mantener
los niveles normales de viabilidad neuronal. Asi pues, se genera un circulo vicioso
de neurotoxicidad que genera la destruccion paulatina de las células del cerebro
(Dias y col., 2013).

Esclerosis lateral amiotrofica (ELA): Es una enfermedad neurodegenerativa, de
progresion rapida, que afecta a las motoneuronas superiores e inferiores. EXisten
cuatro estadios en esta enfermedad definidos por el nimero de regiones afectadas.
En los tres primeros se observa una afectacion de la region bulbar del cerebro, de las
neuronas motoras del tracto corticoespinal y de la espina dorsal, que funcionalmente
conlleva disfagia, disartria, espasmos, debilidad o péerdida muscular. El estadio
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cuatro implica la dificultad para tragar y una dificultad respiratoria que requiere
intervencion (afectacion del tronco encefalico) (Balendra y col., 2014).

La etiologia de la enfermedad no esta completamente elucidada. En pacientes con
ELA se han encontrado altos niveles de hierro y una alteracion en su homeostasis
en la espina dorsal, esto parece ser la causa de la alteracion de las motoneuronas en
esta enfermedad. Ademas, en un 2% de los pacientes parece existir una mutacion en
el gen que codifica para el enzima SOD1 (Inglese y Petracca, 2013).

En estos enfermos también se ha observado dafio y disfuncion mitocondrial, y
activacion de la glia (astrocitos y microglia) como en el caso de las enfermedades
anteriores. En cuanto a la activacion de la microglia y la astroglia, se ha encontrado
en pacientes que padecen esta enfermedad, asi como en modelos de ratones, que
estas células al igual que las células T se ven aumentadas Yy adheridas a las vénulas
de los capilares sanguineos del tallo cerebral y de la espina dorsal. Aungue parece
que esta activacion de la microglia y astroglia es posterior al dafio de las neuronas
motoras (Inglese y Petracca, 2013).

Esclerosis_multiple (EM): Es una enfermedad inflamatoria crénica del SNC
caracterizada en la fase inicial por la infiltracion masiva de células leucocitarias,
entre ellas las CD4'T, activacion de la microglia, desmielinizacion de los axones de
las neuronas y por lo tanto degeneracion neuronal, y atrofia del cerebro que se va
incrementando a medida que la enfermedad avanza. Esta enfermedad es mas
frecuente en la segunda y tercera década de la vida, por ello se diagnostica antes que
el resto de enfermedades neurodegenerativas y ademas sirve de modelo para
estudiar la patogénesis de otras enfermedades neurodegenerativas (Inglese y
Petracca, 2013).

Todavia no se ha esclarecido su etiologia, no obstante, se han encontrado depdsitos
de hierro en el cerebro en las placas de desmielinizacién, materia blanca
mielinizada, materia gris de la microglia, venas, etc., aunque no estd claro el
mecanismo por el cual se acumula el hierro (Inglese y Petracca, 2013).

Por otra parte, se ha observado que se produce un fallo mitocondrial debido a un
desequilibrio entre la produccion y demanda de energia. Al inicio de la enfermedad,
parece ser que hay un aumento de densidad mitocondrial a nivel de los axones
neuronales y de los astrocitos, mientras que la actividad del complejo 1V de la
cadena de transporte electrénico esta disminuida. Por el contrario, cuando la
enfermedad se hace cronica, se produce un aumento de la actividad de este complejo
provocandose un desequilibrio en la formacion de ATP, lo cual afecta a los canales
voltaje dependientes de sodio y de forma secundaria, al intercambio sodio/calcio
que se produce en los axones neuronales (Inglese y Petracca, 2013; Rossi y col.,
2010).
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Parélisis_supraespinal progresiva (PSP): Es una enfermedad degenerativa de

rapido progreso que se caracteriza por distonia en la nuca, inestabilidad postural con
pérdida del equilibrio, oftalmoplejia supranuclear vertical, parkinsonismo que no
responde a la levodopa, parélisis pseudobulbar y deterioro cognitivo. Por lo general
los enfermos de PSP desarrollan disfagia progresiva y disartria (Owolabi, 2013).
Parece estar causada por una degeneracion heterogénea del tallo cerebral, ganglios
basales y cerebelo (Aoyama y col., 2006; Owolabi, 2013).
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3. ASTROCITOS: FUNCIONES FISIOLOGICAS EN EL SNC

Los astrocitos son las células méas abundantes del cerebro y principales componentes del
tejido glial. Tienen forma estrellada, constan de un cuerpo celular que contiene el
nucleo y de prolongaciones citoplasmaticas diversamente ramificadas. Se caracterizan
por contener abundantes microfilamentos, presentes tanto en el cuerpo celular como en
las prolongaciones citoplasmaticas, y por la presencia frecuente de granulos de
glucégeno. Las prolongaciones astrocitarias establecen contactos entre ellas mismas y
con las sinapsis neuronales, los capilares sanguineos y las leptomeninges. Estas
prolongaciones emiten pequefias lenguetas citoplasmaticas que rodean las sinapsis y los
capilares sanguineos y forman parte de la superficie del SNC (la cara externa de las
prolongaciones citoplasmaticas astrocitarias entran en contacto, por mediacion de una
lamina basal continua con el liquido cefalorraquideo) (Fig. 2).
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Figura 2.- Diagrama morfofuncional de los astrocitos (Modificado de http://hipocampo.org).

De esta forma, intervienen en la selectividad de la transmision nerviosa al impedir la
difusion de neurotransmisores; en la regulacion de los intercambios entre sangre y SNC;
y en los intercambios entre liquido cefalorraquideo y SNC. Los astrocitos desempefian
ademas una funcion de soporte estructural en el SNC como consecuencia de la red
tridimensional que forman sus prolongaciones citoplasmaticas (Poirier, 1985).

Existe una ldgica interconexion entre neuronas y tejido glial, ya que la microglia
sintetiza numerosas citocinas responsables de la regulacion autocrina y la comunicacion
entre neuronas y astrocitos (Von Bernhardi, 2007).

La homeostasis del SNC se mantiene por una relacion entre neurona-microglia-astrocito
(Fig. 3). En respuesta al dafio celular, astrocitos y microglia liberan al medio factores de

35


http://hipocampo.org/

Introduccion

crecimiento y citocinas proinflamatorias (IL1, IL3, IL6, TNFa, IFy). Estas citocinas
estimulan la produccion de NO y ROS. Por su parte, los astrocitos liberan al medio
factores solubles (TGFa ¢ IL1B) que modulan la activacion de la microglia, inducen la
expresion de iNOS y la produccion de NO mediada por ERK y NFkB. Las neuronas
también modulan la actividad de astrocitos y microglia regulando la produccion de
factores solubles y proteinas asociadas a la gliosis reactiva. Mientras las neuronas en
condiciones normales disminuyen la activacion glial, cuando estan dafiadas, inducen la
activacion glial mediada por la produccion de mediadores inflamatorios (Von
Bernhardi, 2007).

Figura 3.- Relacién neuronas-astrocitos-microglia (A. Lopez Cid).

Las células gliales son mucho mas resistentes que las neuronas al dafio mitocondrial.
Entre las posibles explicaciones para este fendmeno figura su elevado contenido
intracelular de glutation, potente antioxidante intracelular y la posible existencia de
mecanismos particulares de prevencion del dafio mitocondrial cuando el contenido en
glutation resulta insuficiente para neutralizar a los RL. Por ejemplo, se ha comprobado
que astrocitos y microglia son menos sensibles a la accion toxica del NO, mientras que
los oligodendrocitos sufren dafio celular llegando a necrosis (Takuma y col., 2004,
Maragakis y Rothstein, 2006). Ademas, los astrocitos son capaces de disminuir la
reactividad de la microglia hacia la proteina AP, disminuir la secrecion de NO, modular
la actividad de macrofagos, prevenir la apoptosis en neuronas, disminuir la secrecion de
TNFa y disminuir la produccion del anion superoxido (Tichauer y col., 2007).
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Por otra parte, los astrocitos son mas resistentes a las condiciones isquémicas que las
neuronas debido a que el aumento de la concentracion extracelular de ion potasio o
glutamato no induce un excesivo influjo de iones sodio, a diferencia de lo que ocurre en
el tejido neuronal.

Como ya se ha comentado, los astrocitos juegan un papel importante en la proteccion de
las neuronas frente al estrés oxidativo. Esto es debido a que en el interior de los
astrocitos existen elevadas concentraciones de antioxidantes de bajo peso molecular
(&cido ascérbico, glutation y tocoferoles) y de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GR y
GPx) (Takuma y col., 2004). Por otra parte, los astrocitos son capaces de generar y
aportar a las neuronas el precursor del glutation, el péptido cisteina-glicina, asi como
proporcionar a dichas neuronas factores troficos que mantienen su homeostasis. Se ha
comprobado que en caso de dafio astrocitario se produce una disminucién en la
produccion de factores troficos y por tanto, se induce una apoptosis neuronal.

Cuando las neuronas sufren un dafo, los astrocitos regulan los iones extracelulares, los
niveles de neurotransmisores, reparan la matriz extracelular, hacen de soporte trofico de
las neuronas y controlan la interfase sangre-SNC. Ademas, regulan el metabolismo
energético del cerebro ya que constituyen la mayor reserva energética en forma de
glucdgeno.

Teniendo en cuenta esa participacion activa en el control de los procesos oxidativos del
SNC, y por tanto en las enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos han sido y son
células ampliamente empleadas en el estudio de la eficacia antioxidante y
antiinflamatoria de productos naturales. Por lo general se utilizan cultivos primarios de
astrocitos de roedores, pero ya que estos proliferan dificilmente y ademas exige una
gran demanda de animales, se utilizan lineas celulares de astrocitoma murino (IMA 2.1,
C6, CHB, etc.) y humano (U 373-MG, U 87-MG, U 251-MG, etc.) (Lee y col., 2010).

Las células tumorales benignas (U373 MG) de astrocitoma humano presentan una
mayor proliferacion que las células normales y se caracterizan por su autonomia de
respuesta a los sistemas endocrino y nervioso, y a la regulacion tisular de la
proliferacion celular. Son células que mantienen muchas caracteristicas de las células
originarias, incluso la expresion de marcadores propios de la estirpe celular, aunque en
general resultan ser células con un mayor grado de indiferenciacion.

Por tanto, se puede considerar que los astrocitos son una buena herramienta para el
estudio de algunos de los mecanismos de accion implicados en la patogenia de las
enfermedades neurodegenerativas y por tanto, para la evaluacion de la eficacia de
productos naturales en la prevencion y reversion de estas enfermedades.
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4. LOS ALIMENTOS EN LA PREVENCION DEL DANO OXIDATIVO:
LEGUMBRES Y SUS PROCESADOS

Los organismos vivos estan sometidos, en todo momento, a la accion de estimulos
externos o internos que producen estrés, a traves de diferentes procesos fisioldgicos,
fisicos o quimicos. Una de las consecuencias mas relevantes del estrés es el
desencadenamiento de procesos oxidativos e inflamatorios que pueden afectar al ADN,
a los acidos grasos de las membranas bioldgicas y a las proteinas, y dar lugar a
enfermedades como el cancer, la diabetes, procesos aterosclerdticos y enfermedades
neurodegenerativas (Ergin y col., 2013). Por ello, en los Gltimos afios, se esta haciendo
un gran esfuerzo en investigacion para hallar compuestos capaces de prevenir, reducir y
revertir dichos procesos oxidativos.

Una forma natural de combatir estos procesos oxidativos podria ser la alimentacion,
pues son numerosos los alimentos en cuya composicién figuran productos naturales con
potente actividad antioxidante, como ocurre con diversas frutas, semillas (frutos secos y
legumbres) y verduras (Wahlqvist, 2013).

Entre los componentes alimentarios que poseen actividad antioxidante, ocupan un papel
preponderante los de estructura polifendlica. Diversos estudios cientificos relacionan
ese potencial antioxidante con la estructura quimica, en particular con la presencia y
posicién de los hidroxilos fendlicos libres. Por ejemplo, se ha comprobado que, en el
caso de los flavonoides, la actividad antioxidante es superior en aquellos compuestos
que poseen hidroxilos libres, frente a lo que ocurre con sus correspondientes formas
glicosiladas (Fig. 4) (L6pez-Amoro6s y col., 2006).

R =0H, OCH;, OAz . .
Figura 4.- Estructura general de un flavonoide.
\

La utilizacion de las legumbres para la alimentacion tanto del ser humano como de los
animales se remonta a tiempos inmemoriales. Su elevado contenido proteico las
convierte en una importante fuente de interés nutricional. En estudios recientes se ha
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observado que ademas de nutrir, también pueden ser beneficiosas en la prevencion y
tratamiento de algunas enfermedades (Kingman, 1991; Zulet y Martinez, 1995;
Frihbeck y col., 1997) como por ejemplo enfermedades neurodegenerativas (EP, ELA,
PSP, EA...) (Xuy col., 2007), diabetes (Geil y Anderson, 1994) y cancer (Persky y Van
Horn, 1995; Rao y Sung, 1995). Constituyen junto a las verduras y el vino uno de los
pilares basicos de la denominada “dieta mediterranea”.

En Espafia, las legumbres mas utilizadas en alimentacion son las lentejas (Lens culinaris
Medik. = Lens esculenta Moench.), judias (Phaseolus vulgaris L.) y garbanzos (Cicer
arietinum L.).

Los principales componentes de estas legumbres son carbohidratos, proteinas y
enzimas, fibra alimentaria, lipidos, vitaminas y minerales (Belitz y col., 2011) (Tabla 2).
También poseen saponinas, compuestos fendlicos y, en algunas especies, heterosidos
cianogenos.

Tabla 2.- Porcentaje de los principales componentes nutricionales de Lens culinaris Medik, Phaseolus
vulgaris L. y Cicer arietinum L. (Modificado de: Tabla de Composicién quimica de legumbres, Belitz y
col., 2011).

% Composicion total | Lens culinaris | Phaseolus vulgaris | Cicer arietinum
Carbohidratos 57,6 54,1 54,6
Proteinas 28,6 24,1 22,7
Fibra 11,9 19,2 10,7
Lipidos 1,6 1,8 5,0

Entre los componentes fendlicos se han identificado flavonoides, cumarinas y acidos
fenolicos (hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos). Los flavonoides mayoritarios
corresponden a flavonas, flavonoles, isoflavonas, antocianos y catequinas, estas ultimas
condensadas en forma de proantocianidinas. Proantocianidinas y antocianos se
encuentran localizados principalmente en la testa de las semillas (Duefias y col., 2003;
Monagas y col., 2003).

Parece claro que el contenido en componentes polifendlicos determina su capacidad
antioxidante, sin embargo, no se mantiene constante durante el procesado de las
semillas, en especial durante la coccion y la germinacion, que son procesos
comunmente utilizados para su consumo en alimentacion:

e Coccion: Durante la coccion se originan modificaciones importantes en la
composicion de las legumbres, pero no Unicamente por el propio proceso sino
también por las condiciones previas y posteriores al mismo. En el caso de las judias
negras se produce una disminucion en el contenido de fenoles totales y flavonoides.
También disminuye el contenido de antociandsidos. Por el contrario, considerando
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los diferentes subtipos de &cidos fendlicos y flavonoides, los derivados de
quercetina y kaempferol y los &cidos fendlicos no disminuyen significativamente
(Ranilla y col., 2009). En el caso de las judias pintas se ha observado que la
composicion fendlica varia mucho en funcion de las condiciones previas a la
coccion (humectacion), de la temperatura a la cual se realiza (100°C o 121°C) y de si
se han sometido 0 no a un proceso de escurrido posterior. Estudios recientes con
este tipo de leguminosas muestran que se obtiene una mayor concentracion de
fenoles totales evitando el remojo previo y el escurrido posterior, probablemente,
porque se evita la perdida de compuestos hidrosolubles tanto en el agua de remojado
como en el agua de coccion (Ranilla y col., 2009). En el caso de las antocianidinas
totales, de los derivados de quercetina y de kaempferol, y acido ferulico, se obtienen
mejores resultados si la coccidn se realiza a 121°C, no se humedecen previamente y
no se escurren al final del proceso. Por el contrario, en el caso de los acidos
fendlicos totales, flavonoides totales y derivados de acido hidroxicindmico, se
obtienen mejores resultados a 100°C.

En algunos casos se ha observado una menor influencia de las condiciones del
proceso de coccion en el contenido fendlico, tal como indican Vidal-Valverde y col.
(1994), tras el estudio de la composicion fendlica de diferentes variedades de Lens
culinaris L. Los autores concluyen que durante la coccion se produce un aumento en
la concentracién de taninos y catequinas libres, independientemente de si las
semillas se han humedecido previamente o no con agua, acido citrico o bicarbonato
sodico.

Germinacion: La germinacién de las legumbres es un tratamiento sencillo y
econdémico, que da como resultado un producto igual de natural que el de origen,
permite ademas eliminar o inactivar ciertos factores antinutricionales y aumenta la
digestibilidad de las proteinas y almidones (Davila y col., 2003). También aumenta
los niveles de aminoacidos libres y carbohidratos disponibles (L6pez-Amoros y col.,
2006). Los cambios metabdlicos que se producen durante la germinacion y que,
I6gicamente afectan a la composicion, dependen de las condiciones del proceso,
principalmente de la intensidad luminica y de la duracién del mismo.

Se han publicado diferentes estudios acerca de las modificaciones que se originan en
los componentes de la matriz de la legumbre durante la germinacion, observando
que la composicion varia de forma diferente dependiendo del tipo de leguminosa de
que se trate. También se ha comprobado la importancia de humedecer las semillas
previamente al proceso de germinacion para permitir el desarrollo correcto del
mismo (Lopez-Amorés y col., 2006).

Se ha constatado que en lentejas, como consecuencia del proceso de germinacion, se
observa en general una variacion en el contenido de acidos fenolicos, aumentando
los derivados hidroxicindmicos y disminuyendo ligeramente los derivados
hidroxibenzdicos (LOpez-Amords, 2000; Lopez-Amordés y col., 2006). En
compuestos de tipo flavonoide también se han observado cambios importantes,
destacando un incremento en la formacion de glucosidos de flavonoles en judias
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(Lépez-Amords y col., 1998) y la disminucion de proantocianidinas (dimeros y
trimeros) en lentejas (LOpez-Amoros y col., 2006), debido a la condensacion de
éstas con otras unidades monomericas (catequinas) por la accion de la polifenol
oxidasa (Bartolomé y col., 1997).

Por otra parte, la germinacion ejerce una gran influencia en el contenido en
vitaminas ya que estimula la biosintesis de determinadas vitaminas hidrosolubles,
dando lugar en algunos casos a la aparicion de vitamina C en lentejas (Frias y col.,
2002).

El conocimiento de estas variaciones en la composicién quimica es fundamental
puesto que, aunque la coccién es el proceso mas habitual al que se someten las
legumbres, actualmente estd adquiriendo gran importancia el consumo de semillas
germinadas, como es el caso de la soja. Ademas, las variaciones en la concentracion
de los compuestos con actividad biol6gica originados como consecuencia de la
germinacion, se traducen en la modificacion de su capacidad antioxidante. Por ello,
la identificacién y cuantificacion de estos compuestos, puede emplearse para
predecir los posibles efectos beneficiosos para la salud de las leguminosas
germinadas (Duefias y col., 2001).
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5. POLIFENOLES Y PREVENCION DE LA OXIDACION

Los compuestos fendlicos se definen como derivados no nitrogenados cuyo ciclo o
ciclos aromaticos proceden principalmente del metabolismo del acido sikimico y/o de
un poliacetato. Por tanto, biogenéticamente derivan de la ruta metabdlica del acido
sikimico que conduce a la biosintesis de &cidos fendlicos con la participacion posterior
de la via del acetato malonato que contribuye a la elongacion de dichos acidos mediante
la incorporacion de una o varias unidades de acetilCoA (Fig. 5).
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Figura 5.- Principales procesos implicados en la biosintesis de compuestos fendlicos de origen vegetal.

Los flavonoides como grupo incluyen compuestos constituidos por dos anillos
aromaticos unidos por una cadena de tres atomos de carbono la cual forma parte, en la
mayoria de ellos (excepto en el caso de las chalconas y auronas), de una estructura
piranica. La clasificacidn en subgrupos de flavonoides se basa en el grado de oxidacion
de esa cadena intermedia y del patrén de hidroxilacion de la estructura (Bruneton, 2001)

(Fig. 6).

Casi todos los flavonoides estan representados en los alimentos. Se han identificado
flavonas (apigenina, luteolina, etc.) por ejemplo en el perejil y el apio; flavonoles
(quercetina, kaempferol, etc.) en cebollas, brdcoli y puerro, entre otros alimentos;
isoflavonas (genisteina, daidzeina, etc.) en las semillas de soja; flavanonas (hesperetina,
naringenina, etc.) en citricos, orégano y vino; flavanoles (catequina, epicatequina,
epigalocatequina, etc.) tanto en forma de mondmeros como oligdmeros o polimeros
(taninos catéquicos) en las hojas de te, vino tinto, chocolate, etc. Por dltimo, las
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antocianidinas, como responsables de algunas coloraciones de los vegetales, se han
identificado en frutos (arandanos, fresas, etc.), hojas y bulbos (cebolla roja).
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Figura 6.- Principales subgrupos de flavonoides.

Son numerosos los estudios cientificos que demuestran la eficacia antioxidante de los
compuestos polifendlicos y de los flavonoides en particular, y sus posibles beneficios
para la prevencion y tratamiento de enfermedades que cursan con procesos oxidativos,
como son las neurodegenerativas, las cardiovasculares y los procesos inflamatorios. Los
compuestos fendlicos son capaces de captar radicales libres y, por tanto, evitar la
oxidacion de las moléculas del organismo.

Heo y Lee (2005), demostraron que la capacidad antioxidante de diferentes frutas
variaba en funcién de sus componentes fenolicos (fresa > platano > naranja). Por
ejemplo, en un estudio posterior realizado in vitro sobre Physalis peruviana, Vaccinium
corymbosun y Vaccinium macrocarpon, se demostré que era V. corymbosun, el que
contenia mayor cantidad de compuestos polifenolicos y por tanto, mayor actividad
antioxidante y de unién a la albimina plasmatica (Namiesnik y col., 2014).
Investigaciones realizadas con extractos obtenidos a partir del fruto del granado (Punica
granatum L.), muy rico en compuestos polifendlicos, han verificado sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias. Estos extractos son capaces de disminuir la expresion
de enzimas como iNOS vy ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) e inhibir la activacion del NF-
kB y la fosforilacion de las proteinas MAPKSs (Tavasoli y col., 2014).

En cuanto a los posibles beneficios de los polifenoles en la prevencion de alteraciones
del SNC, diversos trabajos refieren su eficacia para corregir desérdenes mentales y
enfermedades neurodegenerativas, probablemente como consecuencia de su potencial
antioxidante.
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Asi por ejemplo, la circuma, condimento alimentario muy utilizado en la cocina india,
rico en curcumina, compuesto resultante de la condensacion de dos unidades fenil
propanicas [(1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenyl)-1,6-heptadieno-3,5-diona], ha
demostrado ser capaz de reducir los depdsitos de proteina AP en el cerebro de ratones,
prevenir la pérdida de neuronas postsindpticas y prevenir la deficiencia de memoria
espacial inducida en un modelo de EA en ratones (Da Rocha y col., 2011).

Los polifenoles interaccionan con las diferentes cascadas de sefializacion que existen en
las neuronas; inducen la angiogénesis y el crecimiento de nuevas neuronas en el
hipocampo; y son capaces de reaccionar directamente con ROS y con agentes
proinflamatorios que se generan en el cerebro durante el metabolismo normal de éste asi
como durante el envejecimiento. Se ha comprobado que reducen el estrés oxidativo y
protegen frente a los depodsitos de la proteina AP (Spencer, 2010). Ademas podrian
actuar como reguladores de la neurotransmision colinérgica y serotoninérgica.

Khan y col. (2012), en un estudio realizado en ratones tratados con estreptozotocina,
como modelo experimental de EA, observaron que la naringenina era capaz de
contrarrestar el dafio oxidativo y la disminucion de los niveles de las enzimas CAT,
GPx, GR y SOD inducidos por esta sustancia.

Algunos ensayos clinicos parecen confirmar que los polifenoles reducen el riesgo del
desarrollo de demencia. En un estudio observacional en el que participaron adultos
mayores sanos (> 60 afios), se comprobo que tras la administracion durante 12 semanas
de zumo de arandano, con elevado contenido polifendlico, mejoraba significativamente
su capacidad memoristica (Crews y col., 2005). Los extractos de Ginkgo biloba L, ricos
en flavonoides y diterpenos, inducen efectos positivos en la memoria, el aprendizaje y la
concentracion, aunque los mecanismos farmacologicos por los cuales se producen estos
efectos no estan del todo claros, se postula que podrian estar relacionados con una
reduccion de los niveles de ROS, la mejora del metabolismo neuronal, el incremento del
flujo sanguineo en el cerebro por su actividad antiagregante plaquetaria, la modulacién
de la permeabilidad de la membrana, la posible interaccion con receptores muscarinicos,
la proteccion del sistema dopaminérgico del nucleo estriado y la regulacion de los
canales de calcio, cloro y glutamato (Vauzour, 2012).

Por tanto, el consumo de alimentos y bebidas ricas en polifenoles podria reducir o
atenuar la neurodegeneracion relacionada con diferentes enfermedades (EA, EP) y con
ello, prevenir o revertir alteraciones del rendimiento cognitivo.

De todos los compuestos flavonoidicos, los antocianos son compuestos sobre los que se
esta focalizando el interés de numerosos grupos de investigacion en la actualidad.
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6. ANTOCIANOS

Los antocianos son compuestos polifendlicos de origen vegetal, ampliamente
distribuidos en la naturaleza, tanto en plantas medicinales como en alimentos vegetales,
responsables de los colores rojo, azul, malva, rosa, purpura y violeta de diferentes frutos
y flores. Se encuentran en diferentes concentraciones en casi todas las angiospermas,
excepto en algunas familias del orden Caryophyllales. También pueden encontrarse
ocasionalmente en bracteas (Bromeliaceae), hojas (Coleus spp.), peciolos (rapontico),
raices (rabanos) o bulbos (cebolla roja). Sus funciones fisioldgicas en los vegetales
podrian estar relacionadas con un mecanismo de defensa para protegerse de la luz
ultravioleta (hojas) o con la atraccién de insectos polinizadores en el caso de las flores.

Numerosos estudios cientificos han constatado sus propiedades saludables,
principalmente relacionadas con sus actividades antiinflamatoria y antioxidante a nivel
de diferentes tipos de células y tejidos.

Como consecuencia de su caracter polifendlico y de esas propiedades antiinflamatorias
y antioxidantes, los antocianos podrian proponerse como candidatos potenciales para la
prevencion y tratamiento de la neurodegeneracion. Sin embargo, aunque existen
estudios cientificos in vitro que evidencian sus efectos neuroprotectores sobre células y
tejidos, hasta hace relativamente poco tiempo no se habia evidenciado su capacidad para
atravesar la barrera hematoencefalica, asi como su cinética de distribucién en los tejidos
cerebrales, por lo que se cuestionaba su eficacia en la prevencion de los procesos del
envejecimiento cerebral (Joseph y col., 2000; Youdim y col., 2004; Andrés-Lacueva y
col., 2005).

6.1. CARACTERISTICAS QUIMICAS

Son compuestos fenolicos biosintetizados a través del metabolismo del &cido sikimico.
Como ocurre con el resto de flavonoides, su estructura es consecuencia de la elongacion
del fenilpropano con tres unidades de malonilCoA, dando lugar a la chalcona
correspondiente (Fig. 5). A partir de ésta, tras varias reacciones de ciclacion,
hidroxilacion y reduccion (reductasa NADPH dependiente) y la intervencion final de
transferasas (UDP-transferasas), se originan los antocianosidos.

En las plantas se encuentran en forma de heterosidos (antociandsidos 0 antocianinas).
Al ser sus geninas (antocianidinas) derivadas del cation 2-fenilbenzopirilio (ién
flavilio), algunos autores les otorgan categoria propia, fuera del grupo de los
flavonoides.

Son compuestos inestables en medio neutro y alcalino, asi como en presencia de
oxigeno, a temperaturas elevadas y tras su exposicion a luz UV. En forma de
heter6sidos son solubles en agua y en alcoholes, no asi la mayoria de sus geninas. En
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disolucién, se encuentran en equilibrio cuatro formas: cation flavilio, base quinoidal,
base hemiacetal y chalcona. La cantidad de cada una de estas formas en equilibrio
depende del pH y de la estructura de la antocianidina. En la naturaleza, las
antocianidinas a pH < 2 se presentan en forma de cation flavilio, caracteristica unica de
estos compuestos que determina su absorcion, metabolismo, biodisponibilidad y por
tanto su accién bioldgica (Bruneton, 2001) (Fig. 7).
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Figura 7. -Estabilidad de la estructura de las antocianinas a diferentes pH en solucién acuosa. Pseudobase
(incolora), ion flavilio (rojo), anhidro base (morado), anién anhidro base (azul) (Modificado de Yoshida y
col., 2009).

Por lo general, las antocianidinas establecen una union heterosidica mediante el
hidroxilo dispuesto sobre el C-3 del anillo C (Fig. 8). No obstante, en casos especiales,
dicha union se realiza sobre los hidroxilos situados en C-5 0 C-7 del anillo A. También
se han observado glicosidaciones en las posiciones 3", 4" y 5" del anillo B. Los azUcares
mas frecuentes son glucosa, ramnosa, arabinosa, galactosa y xilosa, en forma de mono u
oligosacaridos, principalmente di- y trisacaridos. Estos azUcares pueden estar también
acilados con un amplio rango de acidos aromaticos o alifaticos, aunque lo més frecuente
es la acilacion por acidos cindmicos. La gran variabilidad de sustituyentes puede dar
lugar a més de 600 antocianinas naturales diferentes cuyos pesos moleculares pueden
variar entre 400 y 1200 (Prior y Wu, 2006).
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Las antocianidinas mas abundantes en la naturaleza son cianidina, pelargonidina,
malvidina, delfinidina, peonidina y petunidina (Fig. 8). Se ha comprobado que la
coloracion depende del tipo de sustituyentes incluidos en el anillo B. EIl color es méas
intenso a medida que aumenta el namero de grupos hidroxilo libres, disminuyendo
cuando éstos se encuentran metilados (Tsuda, 2012).

Estos compuestos fenolicos son susceptibles de oxidarse dando lugar a un radical
fenoxi, estabilizado por la posibilidad de resonancia, lo que le confiere propiedades
antioxidantes y captadoras de radicales libres, asi como de proteccion a los tejidos frente
a la peroxidacion lipidica (Bruneton, 2001).

Compuesto R1 R,
Cianidina OH H
Pelargonidina H H
Malvidina OCHs OCH;
Delfinidina OH OH
Peonidina OCHj, H
Petunidina OH OCH3

Figura 8.- Estructura de las principales antocianidinas.

6.2. ACTIVIDADES FARMACOLOGICAS

Las actividades farmacoldgicas atribuidas a los antocianos son numerosas, sin embargo,
hasta finales del siglo XX, sus principales indicaciones terapéuticas se limitaban al
tratamiento de sintomas ligados a la fragilidad capilar-venosa, ya que disminuyen la
permeabilidad de los capilares y aumentan su resistencia. También, algunos extractos
con alto contenido en antocianos se han utilizado tradicionalmente por sus propiedades
beneficiosas en el mantenimiento de la vision (Bruneton, 2001).

Actualmente en Espafia, los antocianos aislados no se incluyen en ningun tipo de
medicamento. Lo que si se emplean son plantas medicinales y extractos obtenidos de las
mismas, que tienen en su composicion estos compuestos. Es el caso por ejemplo del
arandano (Vaccinium myrtillus L.), cuyos frutos maduros y frescos, que segin la Real
Farmacopea Espafiola deben contener como minimo un 0,3% de antocianinas
expresadas en cianidina-3-glucdésido, se utilizan para la obtencién de extractos ricos en
antocianésidos indicados en insuficiencia venosa, hemorroides, varices, flebitis y
fragilidad capilar. También con un contenido abundante de antocianosidos se
encuentran los brotes y frutos de grosellero negro (Ribes nigum L.), indicados en
problemas asociados con la insuficiencia venosa (CGCOF, 2011). Tanto a los frutos de
Vaccinium myrtillus como a los de Ribes nigrum, se les atribuyen tradicionalmente
efectos beneficiosos para el tratamiento de alteraciones oculares como retinitis
pigmentaria, retinopatias sean o no de origen diabético, miopia y glaucoma.
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Tras la realizacion de diferentes estudios experimentales y ensayos clinicos en humanos,
se podria decir que los antocianosidos de ambas especies reducen la fatiga ocular,
mejoran la adaptacion a la oscuridad y la vision nocturna, restauran la agudeza visual
tras la exposicion a luz intensa y mejoran el flujo sanguineo en la retina en casos de
glaucoma (Tsuda, 2012; Shimy col., 2012; Vanaclocha y Caiiigueral, 2003).

En la actualidad, la Agencia Europea del Medicamento solo ha aprobado el uso
tradicional de las hojas de Ribes nigrum, ricas en flavonoides y 4cidos
hidroxicinamicos, para el tratamiento de dolores articulares leves y para favorecer el
flujo urinario en alteraciones urinarias también leves (EMA, 2010a). Por el contrario, la
Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2011) no ha admitido la alegacion
de salud relacionada con la mejora de la adaptacion visual a la oscuridad para los
antocianinas de Ribes nigrum (delfinidina-3-rutinésido, delfinidina-3-glucosido,
cianidina-3-rutinosido y cianidina-3-glucdsido), debido a una insuficiente constatacion
cientifica de sus efectos en el hombre.

Ademaés del grosellero negro, la EMA (2010b) ha aprobado el uso bien establecido del
extracto seco de la hoja de Vitis vinifera L. por via oral, para el tratamiento de la
insuficiencia venosa caracterizada por la presencia de venas varicosas, dolor, cansancio,
picor, hinchazén, sensacién de pesadez y tension y calambres en las pantorrillas.
También ha aprobado el uso tradicional por via oral o en aplicacién topica para aliviar
los sintomas relacionados con alteraciones menores de la circulacién venosa, mejorar la
sensacion de picor y quemazén debidas a hemorroides, y para mejorar la fragilidad
capilar cutanea.

Segun diferentes autores, una gran parte de las actividades farmacoldgicas descritas
hasta el momento para los antociandsidos podrian estar relacionadas con sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Vauzour, 2012; Rendeiro y col., 2012;
Limén y col., 2010).

6.2.1 Actividad Neuroprotectora

Estudios realizados en cultivos celulares de astrocitos y microglia estimulados por
lipopolisacaridos (LPS), indican que algunos polifenoles como quercetina, catequina y
galato de epigalocatequina (EGCG) son capaces de bloquear la respuesta inflamatoria al
inhibir la iINOS y la expresion de la COX-2, inhibiendo la produccion de NO, la
liberacion de citocinas proinflamatorias y la generacion de ROS. Parece ser que los
flavonoides podrian manifestar estos efectos a través de la modulacién directa de las
vias de sefializacion de las cinasas dependientes de proteinas y de lipidos. Asi por
ejemplo, se ha comprobado que inhiben las cascadas de sefializacion de las MAPKSs

48



Introduccion

como la proteina p38 y las ERK 1y 2, las cuales regulan, en células gliales estimuladas,
la expresion de iNOS y de TNFa, (Vauzour y col., 2008a; 2008b).

Como se ha comentado anteriormente, la inflamacidén es un proceso que aparece en
numerosas enfermedades neurodegenerativas. El factor NFxB juega un papel
importante como regulador en la expresion de genes que afectan a procesos
inmunoldgicos, inflamatorios y apoptéticos. Es por ello, que en numerosos estudios se
ha observado como diferentes antocianidinas y extractos ricos en antocianinas son
capaces de interactuar en la via del factor NFkB. Asi las antocianinas inhiben la
translocacion del NFxB y por tanto disminuyen la expresion de la iNOS y COX-2
(Pascual-Teresa, 2014).

Las antocianidinas podrian regular la via NFkB a través de otro mecanismo: el sistema
del proteasoma. La actividad proteasoma controla la degradacion de las proteinas
celulares y ademas esta muy ligada a la transduccién de sefiales, desarrollo y progresion
del ciclo celular, procesamiento de antigenos, respuesta inmune, inflamacion y
proteccion contra el estrés oxidativo (Pascual-Teresa, 2014). Fallos en este sistema
podrian contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la EA o la
EP. En un estudio realizado en células de leucemia promielocitica humana se evalud el
efecto producido por algunas antocianinas y antocianidinas, sobre la actividad
proteasoma inducida por quimotripsina. Se observé que todas las antocianinas y
antocianidinas eran capaces de inhibir dicha actividad proteasoma en este modelo,
siendo pelargonidina y su derivado metoxilado, las que presentaron mayor actividad
(Dreiseitel y col., 2008).

También se han realizado algunos estudios sobre los efectos neuroprotectores de los
antocianos tanto in vivo como in vitro. No obstante, como ya se ha comentado, en la
mayoria de las investigaciones se han empleado extractos de composicién quimica
compleja, siendo muy escasos los trabajos en los que se utilizan antocianos aislados. En
cuanto a los efectos inducidos en el hombre, solamente se han publicado algunos
trabajos de investigacion clinica en los que se han empleado extractos de frutos, zumos
o plantas medicinales ricos en estos compuestos. A continuacién se comentan los mas
relevantes:

6.2.1.1. Ensayos in vitro:

En un estudio realizado con células de neuroblastoma humano, se ha evaluado el efecto
neuroprotector frente al estrés oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno, de una
mezcla de antocianinas aisladas y purificadas de la testa de semillas de soja (Glycine
max (L.) Merr., cv Cheongja). Se evalué ademas el posible efecto neuroprotector frente
el estrés oxidativo de los acidos sialicos libres celulares liberados por glicoproteinas o
gangliosidos, asi como la posible relacion entre los efectos de éstos y las antocianinas.
Los resultados demostraron que la mezcla de antocianinas (delfinidina-3-O-glucdsido,
cianidina-3-O-glucoésido y petunidina-3-O-glucésido) es capaz de disminuir el dafio
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oxidativo inducido por peroxido de hidrégeno de una forma concentracion dependiente,
asi como disminuir la generacion intracelular de RL. Para identificar su mecanismo de
accion antioxidante, se midieron los niveles de expresion de las cinasas ASK1-JNK y
p38 que, como ya se ha comentado, participan en la via de sefializacion de las MAPKs y
regulan la muerte celular por apoptosis (Kim y col., 2012a). Las antocianinas fueron
capaces de inhibir la fosforilacion inducida por peréxido de hidrégeno de las diferentes
MAPKSs, impidiendo la muerte celular por apoptosis. Se comprobd ademas que
estimulaban la expresion de la enzima hemo-oxigenasa-1 (HO1) y la posibilidad de
reclutar acidos sialicos libres en las células neuronales por activacion de la Neu-1
sialidasa.

También se ha estudiado la actividad neuroprotectora de varios extractos de frutos
consumidos en alimentacion (naranja, platano y fresas), sobre cultivos de células
neuronales PCj,. Se comprobd que los extractos que contenian una mayor
concentracion de fenoles totales y antocianinas, principalmente cianidina-3-glucosido,
correspondientes a las fresas, presentaban una mayor eficacia antioxidante e inhibidora
de la apoptosis celular inducida por estrés oxidativo (Heo y Lee, 2005).

En un estudio realizado sobre células de glioblastoma humanas (U87) sometidas a una
deprivacion de glucosa y oxigeno para simular las condiciones de isquemia in vivo, se
comprobd que extractos de antocianinas obtenidos de semillas negras de soja (Glycine
max L.), ejercian un efecto protector sobre la viabilidad celular (Kim y col., 2012b).

En otro estudio realizado sobre células BV, de microglia de raton, se observd que las
antocianinas aisladas de la testa de semillas de soja negra, eran capaces de inhibir
significativamente la inflamacion inducida por LPS, mediante la disminucién de la
sobreexpresion de iINOS, COX-2, TNF-a e IL-1PB. Ademas, se evidencio su capacidad
para inhibir la translocacion nuclear del NFkB, a través de la disminucién de la
degradacion del inhibidor del NF«B, asi como la fosforilacion extracelular de cinasas
(Jeong y col., 2013).

Recientemente, en un estudio realizado en un modelo de Parkinson con cultivos
primarios de neuronas dopaminérgicas de rata, se observO que extractos ricos en
antocianinas y proantocianidinas ejercian un mayor efecto neuroprotector frente a la
toxicidad inducida por rotenona, que extractos con mayor concentracion en otros tipos
de polifenoles. Se emplearon en el estudio extractos enriquecidos en antocianinas,
proantocianidinas y acidos fendlicos de Hibiscus sabdariffa L., Morus alba L., Ocimum
basilicum L., Prunus domestica L., Ribes nigrum L., Vaccinium corymbosum L. y Vitis
vinifera L. Los extractos de las dos ultimas especies produjeron una mejoria en la
disfuncion mitocondrial, via cadena de transporte electronico. También se observé que
el extracto de V. corymbosum L., con antocianidinas y proantociandinas, era capaz de
evitar el proceso neuroinflamatorio asociado a la activacion microglial en la linea
celular BV2 de microglia de raton (Strathearn y col., 2014).
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También se ha confirmado que las antocianinas activan el factor de transcripcion
nuclear eritroide 2 (Nfr2) en células B, cuando estas estan sometidas a un proceso de
estrés oxidativo. Por su parte, Nfr2/HO-1 regulan negativamente el proceso de autofagia
de las células B, por lo que se incrementa la viabilidad de éstas. El Nfr2 tiene como
mision la neutralizacion de la accion negativa de metabolitos enddgenos y toxinas
medioambientales, ya que es el encargado de regular la transcripcion de los genes que
codifican enzimas antioxidantes como GPx, NQO1, HO-1, etc. Por tanto, este factor
participa activamente en la detoxificacion celular de ROS (Pascual-Teresa, 2014).

6.2.1.2. Ensayos in vivo

En estudios realizados en ratones se ha observado que el consumo de arandanos, ricos
en antocianos, tiene un efecto positivo sobre la memoria tanto a corto como a largo
plazo, después de ocho semanas de administracion. También parece ser eficaz para
revertir el déficit en la funcionalidad motora relacionada con el envejecimiento y la
memoria espacial (Barros y col., 2006). Estos beneficios sobre la memoria podrian estar
mas relacionados con un incremento en la fosforilacion de las cinasas extracelulares
reguladas por sefiales ERK-1 y 2, que con una interaccion con calcio-calmodulina-
cinasas (CaMK Il y CaMK V) o con proteincinasa A (Fig. 9) (Williams y col., 2008).

También se ha evaluado la capacidad de las antocianinas para modular la actividad y
expresion de enzimas antioxidantes en animales. En un estudio realizado con ratas
Wistar macho, alimentadas con antocianinas obtenidas de un extracto de mora (Rubus
fruticosus L.), se determinaron las actividades GPx, SOD y CAT, los niveles de
glutation y la peroxidacion lipidica en tejido cerebral. Se observo que, en comparacion
con el grupo control, la peroxidacion lipidica en tejido cerebral disminuia en un 34% vy
los niveles de glutation se incrementaban significativamente (1,6 veces mas) en el grupo
de ratas tratado con el extracto de antocianinas. En cuanto a la actividad sobre los
sistemas enzimaticos antioxidantes, se observé un ligero incremento en la actividad
SOD total y un incremento de la actividad GPx. Por el contrario, la actividad CAT no se
vio afectada (Hassimotto y Lajolo 2011).

En otro estudio realizado con 6 ratones de 7 dias de vida a los que se indujo un cuadro
neurotdxico con etanol, la administracion intraperitoneal de cianidina-3-glucésido
purificada (99%) mejor6é significativamente el cuadro toxico. Esto parece ser
consecuencia de un efecto inhibidor de la activacion de la caspasa-3 mediada por etanol,
asi como del cuadro neurodegenerativo provocado por este agente toxico y de la
activacion microglial en el cortex cerebral de los animales tratados. En este estudio se
comprobd que la cianidina-3-glucosido es capaz de inhibir la actividad de la glucdgeno
sintasa cinasa 3 (GSK 3f), mediador potencial de la neurotoxicidad inducida por
etanol, mediante un mecanismo que implica un incremento en la fosforilacion de un
residuo de serina 9 y una disminucién en la fosforilacion de tirosina 216. Se observd
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ademas que disminuye la liberacion del malondialdehido (MDA) originado como
consecuencia de la peroxidacion lipidica inducida por etanol (Ke y col., 2011).

Por otra parte, teniendo en cuenta que la administracién de etanol induce un incremento
dréstico en la expresion de la proteina p47-phox (proteina que actiia como reguladora de
la actividad de uno de los enzimas que participan en la liberacion de ROS en el cerebro,
la NADPH oxidasa) (Fig. 9), la disminucién observada en la expresion de dicha
proteina, tras la administracion de cianidina-3-glucosido, podria ser uno de los
mecanismos implicados en la proteccion que ejercen las antocianidinas sobre el dafio
cerebral oxidativo inducido por el agente neurotdxico (Ke y col., 2011).

En diferentes estudios realizados en ratones viejos, se ha observado que el consumo de
frutos de ardndano rojo (Vaccinium macrocarpon Aiton) que contienen antocianosidos,
entre otros compuestos fenolicos, disminuye la progresion de enfermedades
neurodegenerativas asi como la pérdida de la funcionalidad de los tejidos neuronales,
modulando ademaés las respuestas inflamatorias (Pappas y Schaich, 2009).

FACTORES "
CRECIMIENTO 20,
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Figura 9.- Mecanismos de accién implicados en los efectos de las antocianinas sobre la
neurodegeneracion provocada por estrés oxidativo-inflamacion. En un estado de estrés o dafio
celular, las células gliales se activan liberando al medio citocinas proinflamatorias (ILJ, TNFa),
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, y factores de crecimiento, que actlan sobre las
neuronas dafidndolas a largo plazo. ANC (antocianinas), PFN (polifenoles), e~ (cadena de
electrones mitocondrial), P38, JINK, ERK (MAPK, proteincinasas).
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Con objeto de estudiar la eficacia de estos compuestos en la prevencion y tratamiento de
la EA, se han disefiado modelos experimentales con animales. Por ejemplo, la
administracion intracerebroventricular de estreptozotocina en ratas, origina un cuadro de
demencia similar al observado en esta enfermedad: metabolismo de glucosa alterado,
disminucion del aprovechamiento celular de glucosa, y altos niveles de moléculas
fosforiladas, lo que deriva en un déficit progresivo de la memoria y del aprendizaje.
Gutierres y col. (2014), utilizando el modelo citado, investigaron la capacidad de las
antocianinas para prevenir los déficits de memoria inducidos experimentalmente en 10
ratas macho, asi como los niveles de nitritos/nitratos y las actividades
acetilcolinesterasa, Na'/K* ATPasa y Ca®* ATPasa, alterados en la enfermedad. Los
animales se alimentaron con antocianinas por alimentacion forzada (200 mg/kg/dia)
durante siete dias. EI grupo control recibi6 solucion salina 2 mil/kg/dia. En este estudio
se observd que el pretratamiento con la dosis indicada de antocianinas, fue capaz de
prevenir la pérdida de memoria inducida por la estreptozotocina (3mg/kg, inyeccion
intracerebroventricular). Ademas, las antocianinas previnieron el incremento de la
actividad acetilcolinesterasa, asi como el incremento de la actividad Ca** ATPasa y la
disminucion de la actividad Na'/K* ATPasa, inducidas por esta sustancia.

6.2.1.3. Ensayos clinicos

En cuanto a los ensayos realizados en el hombre, los resultados no son del todo
concluyentes. En un estudio doble ciego, controlado con placebo, con voluntarios sanos
mayores de 50 afios alimentados con zumo de ardndano rojo durante seis semanas, no se
observo correlacion entre el consumo de dicho zumo y la mejoria de la funcion
neuropsicoldgica. Sin embargo, si que se observd una mejoria de las funciones
memoristicas (Pappas y Schaich, 2009).

En otro ensayo clinico aleatorizado, cruzado, realizado con 12 sujetos sanos no
fumadores, se observd que la administracion de diferentes zumos ricos en
antocianidinas no induce ningin cambio a nivel del sistema de defensa antioxidante en
plasma, si bien el tamafio de la muestra no se considera suficientemente representativo
(Ellinger y col., 2012).

Los ensayos clinicos mas relevantes relacionados con las propiedades neuroprotectoras
de las antocianidinas, realizados en los Gltimos 12 afios, quedan reflejados en la Tabla 3.
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Tabla 3.- Ensayos clinicos publicados sobre la eficacia de los antocianos sobre afecciones del SNC. Azai:
frutos de Euterpe oleracea, Arecaceae; camu-camu: frutos de Myrciaria dubia, Myrtaceae.

AUTOR N° TIPO PREPARADO RESULTADOS
PACIENTES | ESTUDIO/DURACION
Engelhart y 5395 adultos Poblacional de Dieta rica en Disminucién de la
col., 2002 (> 55 afios) cohortes/6 afios antioxidantes incidencia de EA
(espinacas,
arandano rojo, etc.)
Pappas y Adultos Doble ciego, controlado | Zumo de arandano Mejoria en
Schaich, (>50 afios) con placebo/2 semanas rojo funciones
2009 memoristicas
Krikorian y 16 ancianos | verum (9)-Placebo (7) Zumo de arandano Mejoriaen la
col., 2010 (76,2+5,2) | /12 semanas memoria
Gaoy col., 367 mujeres | Poblacional de cohortes | Dieta rica en Disminuye el
2012 (30-45 afios) | /6 afios mujeres subclases de riesgo de EP en
438 hombres | /4 afios hombres flavonoides hombres, pero no
(40-75 afios) (antocianinas) en mujeres
Ellinger y Adultos Ensayo cruzado 400 ml zumo (44% | Estabiliza el
col., 2012 (18-50 anos, | aleatorizado y controlado | azai; 12% camu- balance
no fumadores) camu; 44% mora) pro/antioxidante

Se han publicado diversos ensayos clinicos en los que se evaltan los beneficios de la
administracion de antocianinas para el tratamiento de otras enfermedades
(cardiovasculares, cancer, hiperlipidemia) o se valoran los procesos de su absorcion y
metabolizacion en el hombre (Ke y col., 2011; Czank y col., 2013; Tian y col., 2006).

6.2.2. Actividad cardiovascular

A nivel cardiovascular, parece confirmado que el consumo de frutos ricos en
antocianidinas disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular asociada a la edad
(Tsuda, 2012). Este efecto cardioprotector esta relacionado posiblemente, entre otros
factores, con una actividad protectora del dafio endotelial inducido por TNF-o e
implicado en el proceso inflamatorio aterosclerético (Speciale y col., 2010). En estudios
realizados con células endoteliales vasculares de aorta bovina y de arteria hepatica de
rata, se observo que la cianidina es capaz de bloquear la accion del TNF-a y por tanto la
apoptosis celular en estas células a través de diferentes mecanismos, como la activacion
de proteincinasas (Akt) y la expresion de enzimas Oxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) y tioredoxina (Xu y col., 2007). A este nivel se demostré que la cianidina es
capaz de inducir la expresion del factor Nfr2 en células endoteliales, asi como de
inducir la accion de la HO-1, por lo que se demuestra una accién beneficiosa sobre el
sistema cardiovascular (Pascual-Teresa, 2014).

Se ha demostrado que en las lesiones aterosclerdticas las concentraciones de
peroxinitrito son altas. Paixao y col. (2011), utilizando un modelo de toxicidad celular
inducido por peroxinitrito en células endoteliales, comprobaron que delfinidina,
pelargonidina y cianidina, disminuyen la defosforilacion de Akt inducida por
peroxinitrito. Por tanto, ejercen un efecto protector frente a la apoptosis via inactivacion
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del fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI13K)/Akt, como mecanismo preventivo de
aterosclerosis.

La delfinidina, como ocurre con otros compuestos fendlicos, también es capaz de inhibir
la apoptosis de celulas endoteliales mediante el incremento de la expresion de eNOS a
través de la activacion de la proteincinasa activada por mitégeno 1y 2 (MEK 1/2) y
ademas, prevenir el proceso inflamatorio mediante la inhibicion de mediadores de la
inflamacion (Martin y col., 2003). Esta antocianina inhibe ademas la agregacion
plaquetaria (Shimy col., 2012).

Asimismo, uno de los factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares es la
obesidad. Se ha comprobado que las antocianidinas inhiben la acumulacion de grasa
corporal, probablemente a través de un efecto inhibitorio de la sintesis lipidica en
hepatocitos y regulacion de la distribucion de colesterol en los distintos tejidos
(Pascual-Teresa, 2014). También podria estar implicado un mecanismo relacionado con
la capacidad de las antocianidinas para inhibir el enzima PI3K antes mencionada. Como
se ha comprobado recientemente, este enzima regula el equilibrio entre anabolismo y
catabolismo celular y su inhibicién induce una disminucion en el almacenamiento de
depdsitos grasos y un incremento en su consumo en forma de energia, consiguiendo la
reduccion de un 20% en el peso en animales de experimentacion sometidos a dieta grasa
(Ortega-Molina y col., 2015).

6.2.3. Otras actividades

Son numerosos los estudios dedicados a la comprobacién de la actividad antioxidante
de estos compuestos fendlicos, actividad que parece estar relacionada como ya se ha
comentado, con las propiedades neuroprotectoras, anticancerosas y antiinflamatorias
evidenciadas para estos compuestos (D’ Archivio y col., 2010; Wang y col., 2009).

Diferentes estudios cientificos han puesto de manifiesto que las antocianidinas poseen
actividad antidiabética debido a su capacidad protectora de las células B pancreéticas
(Zhang y col., 2011), normalizadora de niveles de glucosa plasmaética e incrementadora
de la sensibilidad de la insulina en los tejidos periféricos, evitando una gluconeogénesis
excesiva (Tsuda, 2012).

6.3. ESTUDIOS FARMACOCINETICOS

Aungue la actividad antioxidante, antiinflamatoria y neuroprotectora de los antocianos
(antocianinas y antocianidinas) ha sido confirmada en diferentes tipos de células y
tejidos, antes de poder recomendar su utilizacion para la salud humana, es importante
comprobar si estas moléculas o sus metabolitos activos son absorbidos en el aparato
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digestivo y una vez absorbidos, si pueden acceder a los tejidos cerebrales traspasando la
barrera hematoencefélica.

Hasta hace pocos afios se pensaba que los antocianos, tanto en sus formas heterosidicas
como en forma de geninas, no se absorbian cuando eran ingeridos por medio de la dieta.
Posteriormente, se ha verificado dicha absorcion tanto en animales como en el hombre.
Las antocianinas son polifenoles que se absorben intactos, detectdndose en plasma en la
misma forma en la que aparecen en los vegetales (heterosidos), si bien la cantidad
absorbida es relativamente baja (Wallace, 2011).

Efectivamente, estudios realizados en humanos con extractos y zumos de distintos tipos
de bayas coloreadas ricas en antocianos han puesto de manifiesto que, tras su
administracion oral, las formas heterosidicas pueden detectarse en plasma, siendo
posteriormente excretadas a través de la orina. Aunque esta absorcion es rapida, el
porcentaje de compuestos absorbido es bajo y depende del tipo de antocianina. En
general, se ha observado que las antocianinas cuya genina es la cianidina se absorben
mas, siendo mayor la absorcion cuanto mayor es la glicosidacion de la genina (Prior y
Wu, 2006).

Muchas antocianinas parecen ser estables en el medio &cido del estomago por lo que las
formas glicosiladas podrian absorberse a ese nivel, siendo posteriormente excretadas a
través de la bilis de forma intacta o0 como metabolitos resultantes de sulfoconjugacion y
glucuronizacion (Fang, 2014). Por ejemplo, se ha comprobado que la cianidina-3-
glucésido se metaboliza mediante metilacion y conjugacion con &cido glucuronico
(Talavera y col., 2003; Felgines y col., 2005; Wu y col., 2005). Por el contrario, la
delfinidina-3-glucoésido es inestable en el tracto gastrointestinal superior, por lo que
parece probable que se metabolice o se transforme en sus respectivos acidos fendlicos.
Se ha confirmado que el 59,3% de esta antocianina se metaboliza antes de llegar al
intestino grueso (Fang, 2014).

En un estudio realizado en ratas a las cuales se les administr6 durante 15 dias una dieta
enriquecida en antocianinas procedentes de moras, se observd que la concentracion de
antocianinas en tejido gastrointestinal era mucho mayor que las concentraciones
halladas en sangre. Ademas, fue en el yeyuno donde se localizaron concentraciones
mayores de cianidina-3-glucésido y de sus formas conjugadas (metiladas y
glucuronizadas). En otro ensayo llevado a cabo en células intestinales humanas en
monocapa (Caco-2), se observo que las antocianidinas son capaces de atravesarla, lo
gue sugiere que podrian ser metabolizadas a este nivel antes de acceder a la circulacion
sistemica (Fang, 2014).

En ratas anestesiadas se ha evidenciado que, tras la administracion por perfusion en el
yeyuno e ileon de dos extractos de moras y arandanos enriquecidos con cianidina-3-
glucésido, un 19% de la cantidad perfundida se absorbe intacta, detectdndose
posteriormente en orina una pequefia concentracién de la misma, asi como de sus
metabolitos (Talavera y col., 2004).
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En el caso de la delfinidina-3-rutinosido, su administracion por via oral e intravenosa en
ratas, origind un incremento rapido en la concentracion plasmatica hasta conseguir un
maximo de absorcion a los 30 minutos de su ingestion. A los 120 minutos se detecto en
plasma la presencia de un metabolito metilado (4 -O-metil-delfinidina-3-rutinosido).
Los pardmetros farmacocinéticos estimados para esta antocianina fueron: Tmax = 26,3
min y Cméx = 0,285 £ 0,071 pmol, siendo la biodisponibilidad de la delfinidina-3-
rutinosido de un 0,49% por via oral y 18,14% por via intravenosa. Este compuesto se
excreta mayoritariamente por orina y su derivado metilado a través de la bilis. De los
resultados de esta investigacion se deduce que el 99,5% de la antocianina ingerida via
oral no se absorbe a nivel digestivo y se elimina en heces. No obstante, segun indican
los autores del trabajo, esta absorcidn puede verse modificada si la ingestion se realiza
en ausencia de otros alimentos y si la motilidad intestinal es reducida (Matsumoto y
col., 2006).

Parece pues que el aclaramiento de antocianidinas es rapido, de hecho, después de 6
horas, practicamente no se detectan cantidades de estas moléculas en sangre. El
porcentaje de excrecion, aunque variable en funcion de la cantidad ingerida, parece ser
inferior al 0,1%. No obstante, ese porcentaje también puede variar segin la estructura
quimica de la antocianina, generalmente en funcion del tipo de azlcar que lleve unido a
la genina (glucosa, arabinosa, galactosa, rutinosa) (McGhie y col., 2003).

En un estudio publicado en 2009 se confirmd, que 6 horas después de la ingestion por
via oral de zumo de naranja sanguina rica en cianidina-3-glucésido, una pequefia parte
de este compuesto se puede detectar en plasma y heces. Sin embargo, a las dos horas de
la ingestion, lo que se encuentra en plasma son cantidades elevadas de un posible
metabolito, el &cido protocatéquico (correspondiendo aproximadamente a un 72% de la
cantidad de cianidina-3-glucdésido ingerida). Dicho metabolito procede probablemente
de la deglicosidacion en el intestino delgado de la antocianina (mediante 3-glicosidadas)
y posterior transformacion en el lumen intestinal o en sangre, en el acido fendlico.
Parece descartado que el acido protocatéquico detectado en plasma pueda ser derivado
de la degradacion microbiana intestinal de la antocianidina y su posterior absorcion en
el colon (Pappas y Schaich, 2009). Apoyando esta teoria, Dreiseitel y col., (2009)
confirman la absorcion mayoritaria de antocianinas a nivel del intestino delgado,
sefialando como mayor zona de absorcion el yeyuno.

En cuanto al mecanismo implicado en la absorcion a nivel del tracto gastrointestinal,
parece probable la intervencién de uno o varios transportadores de mayor o menor
especificidad como son el gluco-transportador sodio dependiente SGLT1, que
transporta glucdsidos a través del intestino delgado (Dreiseitel y col., 2009; Walton y
col., 2006), o la proteina de alta afinidad bilitranslocasa, localizada en las células
endoteliales de la mucosa gastrica (Passamonti y col., 2002). En un estudio realizado
por Talavera y col., (2005) se ha confirmado que las antocianinas sin metabolizar se
absorben en el estbmago a través de la bilitranslocasa, mientras que a nivel del yeyuno
se encuentran las formas metiladas y glucuronidadas, asi como los glucésidos de éstas,
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aunque en menor concentracion ya que a pH fisioldgico son inestables. En estudios
posteriores con ratas tratadas mediante perfusion intestinal con antocianinas de mora, se
identificaron en plasma estas formas metiladas y glucuronidadas.

Estudios realizados en humanos, en los cuales se administré zumo de uva roja y vino
tinto, se observo que la biodisponibilidad de las antocianinas es baja, por lo que los
autores propusieron la busqueda de otras fuentes de antocianinas que aumenten la
biodisponibilidad de las mismas (Frank y col., 2003). No obstante, Manach y col.
(2005), indican que en esa valoracion se podrian haber ignorado las concentraciones de
algunos metabolitos importantes, o que los métodos utilizados para dicho analisis no
fueron suficientemente optimizados, teniendo en cuenta las diversas estructuras
quimicas que adoptan las antocianinas en equilibrio a diferentes pH. En la mayor parte
de los estudios, los anélisis se han realizado utilizando técnicas de espectrometria UV,
ya que las antocianinas en medio &cido se transforman en cationes flavilio coloreados,
sin embargo es posible que algunas estructuras existan a pH neutro y no se conviertan
en cation flavilio, o que se establezcan combinaciones con componentes del plasma u
orina (Yoshida y col., 2009).

Por ejemplo, algunas antocianinas como la pelargonidina-3-glucésido, parecen ser
estables al pH neutro del intestino delgado. En un ensayo in vitro, realizado en una
suspension fecal humana, a la que se afiadié una suspension de antocianinas de fresa
(principalmente pelargonidina-3-glucosido), se observd que la descomposicion que
sufre este compuesto es minima cuando se incuba a 37°C y a pH 7, durante 48 h (Fang,
2014).

En relacidon con la accesibilidad de estos compuestos al SNC, estudios realizados con
animales de experimentacion (cerdo y rata) han confirmado la distribucion inespecifica
de polifenoles en diferentes regiones cerebrales, si bien las concentraciones detectadas
se sitan por debajo de 1 nmol/g de tejido. Ensayos efectuados in vitro mediante
modelos de paso por barrera hematoencefalica, han demostrado que la permeabilidad de
los polifenoles depende, como es I8gico, del grado de lipofilia de los compuestos, de su
interaccion con los transportadores de difusion y de su estereoquimica (Vauzour, 2012).

Los primeros ensayos in vivo se refieren a ratas alimentadas con extractos de frutos de
arandano, observando que pasados 30 minutos de su administracion oral ya se pueden
identificar, tanto los antocian6sidos como las formas metiladas (producto de su
metabolismo hepatico), en los cerebros de los animales tratados (Talavera y col., 2005).
Por ejemplo, la concentracion de la cianidina-3-glucésido en el cerebro, principalmente
distribuida en areas relacionadas con la memoria y aprendizaje, supero incluso la
concentracion obtenida en plasma, lo cual indica una buena biodisponibilidad de estos
compuestos a nivel del SNC. En varias regiones cerebrales, incluido el cerebelo, cortex,
hipocampo y cuerpo estriado de ratas adultas alimentadas durante diez semanas con una
dieta que contenia un 2% de arandanos, se identificaron, ademas de cianidina-3-
glucosido, cianidina-3-galactosido, cianidina-3-arabindsido, malvidina-3-glucdsido,
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malvidina-3-galactésido,  malvidina-3-arabindsido,  peonidina-3-arabindsido vy
delfinidina-3-galactosido.

Se ha comprobado ademas que las antocianinas de la uva alcanzan el cerebro solo unos
minutos después de su absorcion en el estbmago (Andrés-Lacueva y col., 2005; Prior y
Wu, 2006).

En un ensayo efectuado con ratas macho anestesiadas a las que se administré via
intragéstrica antocianinas aisladas de Vitis vinifera L. (cv. Cabernet Sauvignon), se
detectaron cantidades significativas en el cerebro, diez minutos después de su
administracion, lo que no es logico, ya que el cerebro es impermeable a méas del 98% de
moléculas polares pequefias del flujo sanguineo. La explicacion dada por los autores a
este hecho es que la anestesia administrada a las ratas podria haber alterado la barrera
hematoencefalica, aunque existen evidencias de que la anestesia per se no altera la
integridad de dicha barrera, a no ser que se afiadan a la anestesia otros tratamientos
como soluciones osma@ticas, soluciones salinas hipo- o hipertérmicas, o cambios en el
pH del fluido cerebroespinal (Passamonti y col., 2005).

Posteriormente, en un estudio realizado con cerdos macho de 32-41 dias de vida,
alimentados durante 8 semanas con una dieta suplementada con un extracto de
Vaccinium corymbosum L. (2%), se identificaron en tejido cerebral diferentes
antocianinas, las mayoritarias, malvidin-3-galactésido, peonidina-3-glucésido y
petunidina-3-glucésido. ElI hecho de que las dos Ultimas no se encuentren en
concentracion elevada en el extracto administrado, sugiere la existencia de procesos
metabolicos antes de acceder al tejido cerebral o en el propio cerebro. En concreto,
petunidina-3-glucosido podria ser un producto de la metabolizacion (metilacion) de
delfinidina-3-glucésido y peonidina-3-glucoésido, de cianidina-3-glucésido. En tejido
cerebral también se identificaron antocianinas conjugadas con acido glucurénico,
principalmente delfinidina y metabolitos originados por metilacion de cianidina
(Milbury y Kalt, 2010).

En diversos ensayos realizados en ratas con el fin de evaluar el efecto neuroprotector de
los constituyentes de un extracto de moras, se observéd que el paso de las antocianinas
existentes en el extracto a través de la barrera hematoencefalica, se podria realizar a
través de un transportador parecido a la bilitranslocasa (Kusuhara y Sugiyama, 2002).

La permeabilidad de la barrera hematoencefalica depende de los transportadores de
difusion que se localizan en la superficie de las células endoteliales (Youdim y col.,
2004). El transportador ATP-binding cassette (ABC) es una proteina transmembrana
que pertenece a una superfamilia de transportadores de difusion, encargados de la
translocacion de varios substratos a través de diferentes membranas bioldgicas, como
por ejemplo la distribucion y eliminacion de drogas en el SNC, absorcion intestinal y
excrecion hepatobiliar (Manach y col., 2005). Entre ellos se encuentran la proteina
MDR-1 (glicoproteina de resistencia a maultiples drogas) y la BCRP (proteina de
resistencia al cancer de mama), ambas ampliamente distribuidas en 6rganos importantes
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de absorcidn (intestino delgado) y de distribucion (placenta y barrera hematoencefalica).
En un trabajo realizado por Dreiseitel y col. (2009), se demostré una afinidad de
moderada a alta de las antocianinas (cianidina-3-5-diglucésido, cianidina-3-galactésido,
cianidina-3-glucosido, cianidina-3-rutinosido, delfinidina-3-glucésido, malvidina-3-
glucésido, malvidina-3-galactésido, malvidina-3,5-diglucosido, pelargonidina-3,5-
diglucésido y peonidina-3-glucésido) y antocianidinas (cianidina, delfinidina,
malvidina, pelargonidina, peonidina y petunidina) por el transportador BCRP y en
cambio una afinidad moderada a baja por el transportador MDR1 (Fig. 10).

Figura 10.- Disposicion del transportador ATP-Binding cassette a nivel de la membrana celular.
Transportador MDR1.
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Objetivos

Teniendo en cuenta la muy importante participacion de las legumbres en la dieta
mediterranea y no existiendo estudios previos sobre los beneficios que puede suponer su
ingestion sobre la prevencion de determinadas enfermedades que afectan al SNC, nos
planteamos en esta tesis los siguientes objetivos:

Analizar el contenido en compuestos fendlicos de las semillas de dos
leguminosas muy utilizadas en la dieta mediterranea: lenteja pardina (Lens
culinaris Medik. = L. esculenta Moench.) y judias de Tolosa (Phaseolus
vulgaris L.).

Evaluar la influencia del procesado: coccion y germinacion sobre dicha
composicion fendlica.

Evaluar la actividad neuroprotectora y antioxidante de los extractos obtenidos a
partir de muestras de semillas de leguminosas crudas y sometidas a coccion o
germinacion.

Analizar la actividad farmacolégica y el mecanismo de accién neuroprotector de
tres antocianidinas presentes en las muestras de legumbres analizadas: cianidina,
malvidina y pelargonidina.

Para ello nos planteamos realizar un estudio de la actividad neuroprotectora y
antioxidante sobre cultivos de astrocitos humanos sometidos 0 no a estrés
oxidativo, con objeto de llegar a una aproximacion sobre su posible mecanismo
de accion, mediante:

Valoracion de sus capacidades antioxidantes

Estudio de sus efectos sobre la viabilidad celular

Evaluacién de sus efectos sobre la morfologia celular de los astrocitos.

Determinacion de sus actividades sobre enzimas antioxidantes (CAT,

SOD, GR, GPx, NQO1) y glutation.

o Evaluacion de sus efectos protectores frente a marcadores de
citotoxicidad celular: LDH, TBARS y MDA.

o Evaluacion de sus actividades sobre la liberacion de nitritos al medio
inducida por interferon .

o Determinacion de su incidencia en el proceso de muerte celular por
apoptosis.

o Anadlisis de sus posibles efectos sobre un modelo de Parkinson in vitro.

o O O O
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Material y Métodos

1. OBTENCION DE EXTRACTOS DE LEGUMINOSAS

Las leguminosas, lentejas del tipo pardina (Lens culinaris Medik., cv. Rubia de la
Armufia proporcionadas por el Consejo Regulador de la Denominacién de Origen
Lenteja de la Armufia) y judias (Phaseolus vulgaris L. cv. Tolosana, Denominacion de
Origen Judias de Tolosa, proporcionadas por la Fundacion KALITATEA, Espafia),
fueron procesadas para la obtencion de las muestras crudas, cocidas y germinadas en el
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion (CSIC, Madrid).

Hasta su utilizacion, las semillas crudas se limpiaron y se almacenaron en contenedores
de polietileno a 4°C. Posteriormente, se trituraron en molino de bolas y la harina
obtenida se extrajo a continuacion con etanol/agua (80/20) con un extractor Dionex
(ASE 200) acoplado a un evaporador Turbo vap (en atmoésfera de nitrégeno) y
posteriormente se desalcoholizaron vy liofilizaron. A continuacion, se pasaron por un
tamiz de luz 0,5 mm. La harina obtenida se mantuvo al vacio en el interior de un
desecador a 4°C y en ausencia de luz hasta su posterior analisis.

Para la obtencién de las muestras de semillas cocidas, 500 g de lentejas o judias se
sometieron a remojo en agua durante 16-18 h, a temperatura ambiente. El agua de
remojo se deseché y posteriormente las semillas se cocieron en olla a presion durante 60
minutos con 3 litros de agua. Una vez cocidas, se separaron del agua de coccion, se
molieron y liofilizaron siguiendo el mismo proceso que en el caso de las semillas
crudas. La harina obtenida se almaceno al vacio en el interior de un desecador a 4°C y
en ausencia de luz hasta su posterior analisis.

Para la obtencion de las muestras germinadas, 200 g de semillas se sometieron a remojo
con 1000 ml de hipoclorito sédico al 0,07% durante 30 minutos. Posteriormente, se
lavaron hasta pH neutro con agua destilada y se dejaron sumergidas en 1000 ml de agua
destilada durante 5 horas y media, agitandolas cada 30 minutos. Las semillas hidratadas
se extendieron sobre un papel de filtro humedecido en una bandeja de germinacion,
cubriéndolas con otro papel de filtro igualmente humedecido. A continuacion se
introdujeron en un germinador (G-120 Snijders International S.L., Holland) cuya agua
circulante, en contacto con el papel de filtro superior, permite que las semillas estén
siempre humedecidas por capilaridad. Las semillas fueron germinadas en la oscuridad, a
20°C, durante 7 dias. Los brotes se molieron, liofilizaron y tamizaron a través de un
tamiz de 0,5 mm de luz; la harina obtenida se mantuvo al vacio, en un desecador a 4°C y
en ausencia de luz hasta su analisis posterior.
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2. ANALISIS DE LOS COMPONENTES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICACIA (HPLC)

Los liofilizados se disolvieron en metanol/agua (50:50 v/v) para su analisis
cromatogréafico. Todas las muestras se filtraron con un filtro de acetato de celulosa de
0,45 um (Millipore) antes de la inyeccion. Las muestras se prepararon por duplicado.

Para llevar a cabo el analisis de los componentes fendlicos de las muestras de
leguminosas, se ha utilizado un cromatografo HPLC-PAD Waters (Milford. Mass.
USA), acoplado a un detector de fotodiodo (Photodiode array detector 2001), provisto
de autoinyector, columna Nova-Pak Cig (300 x 3,9 mm, 4 um) y bomba de cuatro vias.
Las condiciones del ensayo se basan en el protocolo descrito por Duefias y col. (2006)
con algunas modificaciones; la fase movil esta constituida por dos mezclas de
disolventes: (A) agua/acido acético (98:2 v/v) y (B) agua/acetonitrilo/acido acético
(78:20:2 viviv), en un gradiente de elucion de 100% - 20% A de 0-55 min; 20% - 10%
A de 55-70 min; 10% - 5% A de 70-80 min; 100% B de 80-100 min. El rango de flujo
fue de 1 ml/min desde el principio hasta el minuto 55 y de 1,2 ml/min desde el minuto
55 hasta el final del andlisis. Después de cada inyeccién, la columna se reequilibré con
10 ml de acetonitrilo y 25 ml de la fase mdvil inicial. La deteccidn se realiza analizando
la absorcion de las muestras entre dos longitudes de onda, 210 nm y 400 nm, a una
precision de adquisicion de datos de 1s. EI volumen de inyeccién de la muestra fue de
25 pl. Las muestras se analizaron por duplicado. Los disolventes de elucién empleados
fueron suministrados por Sigma Aldrich (Espafia).

Para determinar el espectro de masas de los componentes se ha empleado un
cromatdgrafo Hewlett Packard 1100 MS (Palo Alto, CA) equipado con una fuente de
ionizacion a presion atmosférica (API) por electro-spray (ESI). El gradiente del
disolvente y la columna empleada fueron iguales que para el analisis por HPLC-PAD.
Las condiciones del ESI fueron las siguientes: andlisis de modo i6n-negativo;
nebulizado con gas nitrdgeno a 275 kPa, flujo del gas desecante 10 I/min y 340°C de
temperatura; el voltaje a la entrada del capilar se establecié a 4000 V; y el voltaje de
fragmentacion variable de 100 V (m/z 200-1000) y 250 V (m/z 1000-2500). El espectro
de masas registré moléculas de un rango de m/z comprendido entre 100-2500.

Para el analisis de antocianidinas, los extractos (100 ul) se filtraron previamente con
una membrana de 0,45 um y se inyectaron en una columna Nova Pak Cig (150 mm X
3,9 mm, 4 um), a temperatura ambiente, siguiendo el método de Monagas y col. (2003).
La deteccion por espectrofotometria fotodiodo se ensayd entre 260 y 600 nm. El analisis
del espectro de masas se realiz6 comparando con patrones de antocianinas, en modo ion
positivo, empleando las mismas condiciones cromatograficas que en el estudio de los
compuestos no antocianos.

Los picos del cromatograma se identificaron comparando los tiempos de retencién con
los de los compuestos patron (&cidos trans-p-cumarico, trans-feralico y sinapico ; (+)-
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catequina; hesperitina-7-O-neohesperiddsido; naringenina-7-O-rutindsido; naringenina-
7-O-neohesperidosido; quercetina-3-0O-glucdsido; kaempferol-3-O-glucosido;
miricetina-3-O-glucdésido; apigenina-7-O-glucosido; genisteina-7-O-glucosido;
daidzeina-7-O-glucésido; biochanina A-7-glucésido; biochanina B-7-glucésido;
malvidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido; Extrasynthese, Francia), asi como por
las caracteristicas del espectro ultravioleta y el HPLC-ESI/MS. En el caso de los
compuestos de los que no se disponia de patrones se realiz6 una tentativa de
identificacion teniendo en cuenta sus tiempos de elucion, espectros UV (HPLC-PAD) y
los datos obtenidos por la cromatografia acoplada a espectroscopia de masas (HPLC-
ESI/MS) (Duefias y col., 2009).

La cuantificacion se llevé a cabo utilizando el método del patron externo. Los derivados
aldaricos de los &cidos p-cumarico, ferdlico y sinépico se cuantificaron a través de las
curvas correspondientes de los acidos libres. Los dimeros y trimeros de procianidinas,
en base a la curva obtenida para catequina. Los flavonoles, derivados de miricetina,
quercetina y kaempferol, mediante las curvas de miricetina-3-O-glucdsido, quercetina-
3-0-glucosido y kaempferol-3-O-glucdésido, respectivamente. Las flavanonas, derivados
de hesperetina y naringenina, con la hesperetina-7-O-neohesperidésido y naringenina-
7-O-neohesperiddsido, respectivamente. Para la cuantificacion de las isoflavonas se
emplearon las curvas de genisteina-7-O-glucésido y daidzeina-7-O-glucésido.

Para la cuantificacion de las antocianinas se empled igualmente la medicion de las areas
bajo la curva a 530 nm, utilizando como area de referencia la de cianidina-3-glucosido.

Las curvas de calibracion se realizaron con diferentes volimenes de inyeccion de las
soluciones stock, por encima del rango de concentraciones observado para cada
compuesto. Se representd una regresion lineal de la suma de éareas frente a las
concentraciones, bajo las mismas condiciones de las muestras analizadas.

Los compuestos no flavonoides o derivados de flavonoides desconocidos, se
cuantificaron empleando curvas de calibracién de compuestos correspondientes al
mismo grupo de fenoles y con una estructura quimica similar.
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3. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN FENOLES TOTALES

La determinacion de fenoles totales se realiz6 siguiendo el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau, utilizando &cido galico como compuesto de referencia (Singleton y
col., 1999).

Procedimiento

En tubos de 50 ml, previamente forrados de papel aluminio para evitar reacciones de
fotosensibilidad, se afiadieron 500 pl del extracto de leguminosa disuelto en metanol (1
mg/ml) y 500 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu. Pasados 3 minutos se afiadieron 10 ml
de una disolucion de carbonato sédico (75 g/l) y 14 ml de agua destilada, se agitaron
varias veces y se dejé reposar durante 1 h. En cubetas de cuarzo, se midi6 la
absorbancia de 1ml de la muestra a una A de 760 nm en un espectrofotometro
(UVIKON 930, Kontron Instruments).

Con el fin de determinar la concentracién en fenoles se realiz6 una curva de calibracion
con diferentes concentraciones de acido galico (6,75-400 ppm). Al igual que con las
muestras, se afiadieron 500 ul de cada concentracion de acido galico y se procedio de la
misma forma.

y =0,0022x + 0,0342
R=0,9923
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

Absorbancia

0,4
03
0,2

014

ppm

Figura 11. Curva de calibracién de acido galico.

Los resultados correspondientes al contenido fendlico total de las muestras (T) se
expresaron como ppm equivalentes de acido galico por mg de muestra [gallic acid
equivalent (GAE)], extrapolando las concentraciones de los diferentes extractos a partir
de la recta de regresion absorbancia/concentracion del acido galico.

T=(CxVxDF)/m

Siendo C, la concentracion de cada extracto obtenida de la recta de regresion; V, el
volumen inicial en que se disuelve el extracto; DF, el factor de dilucion y m, el peso del
extracto.
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4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

4.1. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES LIBRES
DE OXIGENO (ORAC)

La actividad captadora de radicales libres de los extractos se determiné por el método
ORAC siguiendo el protocolo de Xu y Chang (2008a) con ligeras modificaciones,
utilizando un espectrofluorimetro Optima Fluostar (BMG Labtechnologies Gmb,
Offenburg, Alemania).

La metodologia se basa en la pérdida de fluorescencia que sufre el compuesto
fluoresceina en presencia de radicales peroxilo generados por descomposicion térmica
del APPH (2,2°-Azobis(2-dihidro cloro metilpropionamida) (Sigma-Aldrich Espafia).
Los compuestos con actividad antioxidante, son capaces de neutralizar los radicales
peroxilo mediante la donacion de un atomo de hidrogeno, evitando su reaccién con la
fluoresceina y por ello la disminucion de fluorescencia.

Procedimiento

Los extractos de leguminosas se diluyen en metanol (1 mg/ml). A partir de esta
solucion, se ajustan las diferentes concentraciones a ensayar con tampon fosfato salino
(K2HPQO4, NaH,PQ,. Panreac, Espafia) 75 mM, pH 7,4. Para la obtencién de la recta de
calibrado se utiliza Trolox (andlogo biosintético hidrosoluble de la vitamina E: acido 6-
hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma-Aldrich, Espafia), diluido en la
misma solucién tampon, con un rango de concentraciones entre 1-8 uM.

En placa de 96 pocillos de poliestireno negro (Biogen Cientifica S.L., Madrid, Espafia)
se disponen 20 pl de las distintas concentraciones de leguminosas o 20 pl de tampdn
fosfato (blanco) o distintas concentraciones de trolox. Se afiaden a continuacion 120 pl
de fluoresceina a todos los pocillos (concentracion final 70 nM), manteniendo las placas
en incubador a 37°C durante 10 minutos. Después de adicionar el radical iniciador
APPH (60 pl, concentracion final 12 mM), se mide la fluorescencia durante dos horas y
medida cada 90 segundos, a una A de excitacion de 485 nm y de emision de 520 nm.
Todas las muestras de reaccion se prepararon por duplicado y se ensayaron
independientemente al menos tres veces.

Las medidas de fluorescencia se normalizaron por diferencia entre el area bajo la curva
de la muestra y el area bajo la curva del blanco. De las curvas normalizadas, el area bajo
la curva de caida de fluorescencia (AUC) se calcul6 como:

AUC =1 + Y 38fi /f,

Donde f, es la lectura de fluorescencia inicial a 0 min y fi la lectura de fluorescencia a
tiempo i. El netAUC que corresponde a cada muestra se calcul6 de la siguiente manera:
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netAUC = AUC antiox — AUC blanco

El valor ORAC se obtuvo dividiendo la pendiente de la recta de regresion
correspondiente al &rea neta del compuesto antioxidante, entre la pendiente de la recta
de regresion correspondiente al Trolox, obtenidos en el mismo ensayo. Los valores
finales de ORAC se expresaron en M equivalentes de Trolox por mg de leguminosa.

4.2. DETERMINACION DEL RADICAL DPPH

Otro procedimiento para estimar la actividad antioxidante de las muestras es la
utilizacion del radical libre estable 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). Se basa en la
capacidad que tiene un compuesto antioxidante de donar atomos de hidrogeno al
compuesto DPPH’, pasando éste a su forma reducida:

DPPH + (AH)n — 4 DPPH-H + (A) n

La deslocalizacion del electron desapareado otorga al DPPH" una coloracién violeta
caracterizada por una banda de absorcion, en solucion etanolica, centrada alrededor de A
520 + 10 nm. La coloracion desaparece cuando entra en contacto con una sustancia que
puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie radicalaria (R"), originandose la
forma reducida DPPH-H o DPPH-R.

La pérdida de absorbancia de DPPH" proporciona un indice para estimar la capacidad de
los compuestos ensayados como captadores de radicales libres. Los resultados se
expresan como concentracion inhibitoria cincuenta (ICso), que se define como la
concentracion de sustrato que causa un 50% de pérdida de absorbancia del DPPH’
Molyneux, 2004).

Procedimiento

Las muestras a ensayar (extractos de leguminosas y antocianidinas aisladas) y el DPPH
(Sigma Aldrich, Espafia) se diluyeron en metanol (Panreac Quimica S. A. Barcelona,
Espafia). Se prepard una disolucion stock de DPPH 700 uM que se mantuvo en frio
(4°C) y oscuridad por un periodo maximo de una semana. En el caso de los extractos de
leguminosas, se partio de una concentracion inicial de 1 mg/ml de extracto disuelto en
metanol. Para el estudio de antocianidinas se prepararon disoluciones madre en metanol
que una vez alicuotadas se almacenaron en frio (4°C) y oscuridad.

Se utilizaron placas de 96 pocillos a los que se afiadieron las diferentes muestras a
ensayar hasta conseguir concentraciones finales entre 0,0625 y 0,25 mg/ml para los
extractos de leguminosas y de 5, 10, 25, 50 y 100 puM para las antocianidinas, para un
volumen final en pocillo de 220 pl. Como blanco se utiliz6 metanol. Las
concentraciones finales dptimas de DPPH en pocillo, establecidas previamente
mediante la realizacion de las curvas correspondientes, fueron de 50 uM para los
extractos de leguminosas y de 63 UM para antocianidinas. Para medir la absorbancia a
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tiempo cero se utilizdé solo DPPH. Para la curva de calibracion se utilizaron
concentraciones de DPPH en un rango entre 6,25 uM — 400 uM. Todas las placas se
mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente durante treinta minutos.

La pérdida de absorbancia del DPPH se midi¢ a una A de 530 = 10 nm, a temperatura
ambiente, en un espectrofluorimetro Fluostar Optima (BMG Labtechnologies GmbH,
Offenburg, Alemania). Cada muestra se ensayd por duplicado y los resultados se
expresaron como la media de tres experimentos independientes.
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5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

5.1. CULTIVOS CELULARES

Se utilizaron cultivos celulares de astrocitos de glioblastoma humano de grado I11, linea
celular U-373, obtenidos del CAI Medicina Biologia: Unidad de Cultivos Universidad
de Alcala (Carretera Madrid-Barcelona, km. 33,600. Alcala de Henares). Se trata de
células de aspecto estrellado, que se adhieren bien a los frascos de cultivo utilizados y
Ccuyo crecimiento se produce en monocapa.

Las células mantenidas para su conservacion a —196°C, en viales de 2 ml, se
descongelan de forma rapida para evitar la formacion de cristales. Para ello se
introducen en un bafio a 37°C, agitando durante un tiempo maximo de 1 m. En campana
de flujo laminar, se introduce el contenido del vial en un tubo Falcon de 50 ml que
contiene 9 ml del medio de crecimiento Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM-
c) libre de piruvato: 4,5 g/l de glucosa, L- glutamina y 25 mM HEPES, con un 10% de
suero fetal bovino (FBS) y 0,5% de gentamicina (50 mg/ml). Se resuspende bien con
pipeta y se centrifuga a 800 rpm durante 5 min. A continuacion, se retira el medio y se
afiaden de nuevo 10 ml de medio DMEM-c. Se siembran dos frascos de cultivo y se
mantienen en un incubador (Heracell 150) a 37°C, 5% CO,. El medio de cultivo se
cambia a las 24 h de la descongelacion para retirar las células muertas y los restos de
glicerol que puedan afectar al crecimiento. EI medio DMEM vy los suplementos fueron
suministrados por Invitrogen S.A. (Espafia) (Fig. 12).

Pasados diez dias de la descongelacion, las células estuvieron preparadas para ser
utilizadas en los diferentes ensayos. En todos los casos, el mantenimiento de los cultivos
se realizd6 cambiando el medio del cultivo cada 2 o 3 dias. Se trabajé con pases de
células entre 1 y 29. Para mantener la supervivencia celular durante los tratamientos
con las diferentes muestras se utiliz6 medio DMEM de mantenimiento (DMEM-m) de
igual composicion al de crecimiento excepto por contener 1% de FBS.

Una vez preparadas las células para su uso, se retira el medio de cultivo con pipeta
Pasteur y se lavan las células con 5 ml de PBS exento de calcio y magnesio (los iones
calcio y magnesio inhiben la accién de la enzima tripsina). Para despegar las células de
su soporte (frasco de cultivo), después de retirar el PBS se anaden 1600 pl de tripsina-
EDTA y se mantiene el frasco en el incubador durante 3-4 minutos. Pasado este tiempo,
se observa al microscopio de contraste de fases el cambio en la morfologia celular (de
forma estrellada a forma redondeada) como indicador de su desprendimiento. Se afiaden
a continuacion 10 ml de DMEM-c para inactivar la accion de la tripsina. La suspensién
de células se centrifuga en tubo Falcon a 800 rpm durante 5 min, se retira el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 10 ml de DMEM-c. De esta forma, la
suspension celular queda preparada para la realizacion de los diferentes ensayos.
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Si las células no van a ser empleadas inmediatamente, es conveniente realizar
subcultivos de forma que puedan mantenerse en condiciones de crecimiento adecuadas.
En este caso, cuando las células llegan al 80% de confluencia en los frascos de cultivo,
se retira el medio, se lavan las células con PBS exento de calcio y magnesio, y se
tripsinizan siguiendo el protocolo antes descrito. Después de centrifugar a 800 rpm
durante 5 min se retira el medio y se afiade medio nuevo. Esta nueva suspension celular
se reparte en dos o tres nuevos frascos de 75 cm?. El medio de cultivo se cambia cada 2
0 3 dias hasta llegar a una nueva confluencia.

\’\\‘
— U373
( /‘ -1962C
T 1mn

L +9 ml DMEMc (10%)

Centrifugacién

'k

l oo R
10 dias (incubacion 372C, 5% CO,) ﬁ :
\ -

Tripsina

Centrifugacion

* Sj el frasco esta en confluencia

Figura 12. Descongelacion y desdoblamiento de cultivos celulares.
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Para la conservacion de las células no utilizadas, tras constatar su buen funcionamiento,
se procede a su congelacion en medio constituido por una mezcla de FBS con glicerol al
10%. EI glicerol es un medio crioprotector que favorece el proceso de vitrificacion,
proceso de congelacion por el cual se solidifica el agua sin que se formen cristales,
evitando el dafio celular (Ameigeiras y Gil-Loyzaga, 2011).

En una primera etapa los viales de congelacion se introducen en un congelador a -20°C
durante 24 horas. Pasado este tiempo se trasladan a un congelador de -80°C (Hetofrig
CLA410, Escandinavia) donde se almacenan durante un tiempo no inferior a una semana
ni superior a ocho. Para conservaciones mas prolongadas se introducen en tanque de
nitrégeno liquido (-196°C).

Recuento celular: el nimero de células necesario para cada ensayo puede ser diferente,
por lo que antes de comenzar cada protocolo de experimentacion se ha de realizar un
contaje de células. A 90 pl de la suspension celular se le afiade azul tripan (Sigma-
Aldrich) en relacion 1:10. El azul tripan es un coloide que accede al citoplasma celular
cuando existe una ruptura de la membrana celular. Las células vivas, al no captar este
coloide, se observan refringentes al microscopio Optico de contraste, facilitando su
visualizacion.

El recuento celular se realiza empleando una camara de Neubauer. El célculo del
namero de células totales (NCT) en un volumen de suspension dado, se realiza
aplicando la siguiente férmula:

NCT = (Xx104xd xv) /5

Siendo X, el nimero de células contadas en los cinco cuadrantes sombreados de la
camara de Neubauer dispuestos en L; 10* el factor de conversién de la camara; d, el
factor de dilucion (10) y v, el volumen total de suspension en ml.

I Figura 13.- Esquema de la camara de Neubauer.
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5.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para realizar la evaluacion de la actividad bioldgica de las muestras, los extractos
liofilizados de leguminosas se reconstituyeron con tampén fosfato salino (PBS) exento
de calcio y magnesio (Invitrogen S.A., Espafa). La cantidad de liofilizado empleado se
ajustd en cada caso al rendimiento obtenido durante el proceso de extraccion de las
semillas molturadas. Se prepararon distintas diluciones para obtener unas
concentraciones finales equivalentes a las consideradas activas para algunos de sus
componentes, de acuerdo a estudios cientificos anteriores (Schippers y Prop, 1978; Xu'y
col., 2007).

Se estudiaron igualmente las actividades de diferentes concentraciones (5, 10, 25,50y
100 puM) de antocianidinas: cianidina, malvidina y pelargonidina en forma de sal
(Extrasynthese, Francia). Las concentraciones a ensayar Se prepararon a partir de
soluciones madre 1 mM en PBS exento de calcio y magnesio, disolviendo previamente
los compuestos en 10 pl de dimetilsulféxido (DMSO) (Panreac, Espana). Las soluciones
madre se mantuvieron a -20°C y protegidas de la luz.

En los ensayos de evaluacion de las actividades enziméticas, marcadores de
citotoxicidad celular, caspasas y determinacion de nitritos, se utilizo como control
positivo Trolox en una concentracién 0,5 mM diluido en PBS (sin Ca** y Mg?").

5.3. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE LA
TECNICA DEL MTT

Esta técnica se basa en la modificacion del color originado como consecuencia de la
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
formazan (Takahashi y col., 2002). Las células vivas poseen deshidrogenasas
mitocondriales que son capaces de transformar la sal de MTT en un derivado, el
formazéan, que adopta la forma de cristales de color azul-violaceo. La intensidad de la
coloracion esta en relacion directa con la viabilidad celular y puede ser medida por
colorimetria a 550 nm. Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad,
considerando el 100% de viabilidad la media de las absorbancias de los pocillos
correspondientes a las células no tratadas. Como control negativo se empleé triton X-
100 (Sigma-Aldrich, Esparia) toxico que provoca mortalidad celular.

Procedimiento
Se cultivaron las células en placas de 96 pocillos, con una densidad de 5x10* células por

pocillo, en 100 pl de medio DMEM-c durante 24 h. Posteriormente, se trataron con
diferentes concentraciones (0,125; 0,25; 0,5; 1 y 2 mg/ml) de las muestras de
leguminosas crudas y procesadas (coccién y germinacion) y diferentes concentraciones
de antocianidinas (5, 10, 25, 50 y 100 uM). Se incubaron durante 24 h, afiadiendo a
continuacion 100 ul de MTT (2 mg/ml) a cada pocillo. Posteriormente, se incubaron
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(incubador Heraeus D-6450 Hanu, Alemania) en ausencia de luz durante 1 h, a 37°C,
para favorecer la formacion de los cristales azules oscuros de formazan. Para medir la
intensidad de coloracion de los cristales, se adicionaron 100 pl de DMSO, midiendo en
lector de placas la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm.

5.4. EVALUACION DEL DANO CELULAR

Para el establecimiento de un modelo de dafio celular por oxidacién en los cultivos de
astrocitos y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estudios previos realizados
por el grupo investigador, las células fueron tratadas con reactivo de Fenton
(FeSO4/H,0,) en PBS (exento de Ca’* y Mg?*) a una concentracion de 0,5 mM FeSO, y
1 mM H,0,. La solucién del toxico oxidante ha de prepararse inmediatamente antes del
experimento.

Procedimiento

Las células (5x10* células/pocillo) se incubaron durante 24 h en placas de 96 pocillos en
un volumen de 100 pl de medio DMEM-c por pocillo. A continuacién, se trataron con
las diferentes concentraciones de muestras de leguminosas crudas y procesadas (coccion
y germinacion) o de las antocianidinas en su caso, y se incubaron durante otras 24 h.
Posteriormente se sometieron a estrés oxidativo mediante la adicion del reactivo de
Fenton a la concentracion descrita anteriormente, incubando las placas durante 45 min a
37°C y 5% de CO,. Pasado ese tiempo, el medio de cultivo se sustituyd por medio
DMEM-m incubando las placas durante 24 h. Al cuarto dia del inicio del experimento,
se retird el medio y se afiadié a cada pocillo 100 pl de MTT (2 mg/ml). Las placas se
incubaron entonces en ausencia de luz durante 1 h a 37°C. Tras afiadir a cada pocillo
100 pl de DMSO, se midi6 la absorbancia en un lector de placas a una longitud de onda
de 550 nm. En todos los casos, los resultados se compararon con un grupo control.

5.5. MEDIDA DE LA GENERACION INTRACELULAR DE ROS

Se utilizo la técnica de la diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), molécula
fotosensible que se degrada en presencia de luz. La DCFH-DA atraviesa la membrana
celular y es desacetilada por esterasas mitocondriales al anion carboxilato (DCFH),
producto no fluorescente que reacciona con ROS (oxidacion de 2 electrones) y se
transforma en DCF, compuesto fluorescente (Wang y Joseph, 1999). La cantidad de
ROS presente en las muestras serd proporcional a la intensidad de la fluorescencia. Las
medidas se realizaron en un fluorimetro (Fluorimetro FLx800 microplate fluorescent
reader Bio-Tek, Instruments, In, USA) a una longitud de onda de excitacion y de
emision de 480 nm y 510 nm, respectivamente.

Procedimiento
Las células se cultivaron en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5x10* celulas
por pocillo, y se incubaron durante 24 h a 37°C y 5% de CO,. Pasado este tiempo se les
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adicion6 una disolucion de DCFH-DA (0,01 M en DMSO) con PBS glucosado (180 mg
glucosa/100 ml PBS estéril). Se incubaron durante 30 minutos a 37°C y 5% de CO,.
Después del lavado con PBS glucosado (dos veces), se adicionaron los diferentes
tratamientos (leguminosas crudas o procesadas, o antocianidinas a las concentraciones
citadas anteriormente). A continuacion se realizd la lectura de la emision de
fluorescencia a tiempo cero, cada 10 minutos durante la primera hora, y cada 15
minutos durante la segunda.

El anélisis de la liberacion de radicales libres de oxigeno en un modelo de toxicidad
celular, se realizo siguiendo la metodologia anterior, pero con pequefias modificaciones:
una vez afiadido el tratamiento, se adicionan 20 pl del toxico oxidante (FeSO, 0,5
mM/H,O, 1 mM; Martin y col., 2006). Finalmente, se realizaron medidas en el
fluorimetro cada 10 minutos la primera hora y cada 15 la segunda.

5.6. ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA CELULAR

La observacién de la morfologia de las células vivas en cultivo, tratadas y sin tratar con
las antocianidinas y trolox, en presencia o ausencia del tdxico oxidante, se realizd
mediante la utilizacion de un microscopio de contraste de fases que permite su
visualizacion sin tener que realizar tinciones que podrian originar cambios fisioldgicos
en las propias células.

La adquisicion de imagenes se llevo a cabo con una camara digital (Moticam 2500, 5.0
MP Live Resolution) acoplada al microscopio y el tratamiento de las mismas con el
programa Motic Images Plus 2.0.

5.7. PREPARACION DE EXTRACTOS CITOSOLICOS

Se prepararon extractos citosolicos para la realizacion de los siguientes ensayos:

Determinacion de TBARS

Determinacion de la concentracion de MDA por HPLC
Determinaciones enzimaticas

Determinacion de los niveles de glutation

Procedimiento
Para ello, se sembraron las células en placas de Petri de 75 cm? y se dejaron crecer

hasta confluencia. A continuacion, los astrocitos se trataron con las diferentes
concentraciones de antocianidinas (5, 25 y 100 puM) disueltas en medio DMEM-m (1%)
y se incubaron durante 24 h a 37°C y 5% de CO,. Una vez recogidas las células
mediante raspado en tubos Falcon de 15 ml, las suspensiones celulares se centrifugaron
(800 rpm) durante 5 min a temperatura ambiente. Una vez retirado el sobrenadante, se
lavaron los sedimentos con 1 ml de PBS, introduciendo a continuacion los contenidos
en tubos Eppendorf de 1,5 ml, siendo nuevamente centrifugados a 800 rpm durante 5
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min a temperatura ambiente. Los sedimentos se emplearon inmediatamente o se
conservaron, en su caso, a -20°C para su posterior utilizacion.

A la hora de ser utilizados, se realiz6 un lisado celular empleando un tampon de lisis
(TRIS 25 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 1%) (Sigma-Aldrich,
Espafia) en agua destilada, ajustando el pH a 7,4. A 5 ml del tampon se le adicionaron
distintas antiproteasas (100 pl de leupeptina a una concentracion de 1mg/ml en agua
destilada; 175 pl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una concentracion 0,5 mM
en isopropanol (Panreac, Espafia); 50 pl de pepstatina (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 1 mg/ml en metanol) para evitar el deterioro de proteinas y enzimas. A
cada Eppendorf con la muestra de células se afiaden 300 pl de esta mezcla de tampon de
lisis y antiproteasas, manteniéndolos en frio (hielo triturado) durante todo el proceso de
lisado (20 min).

A continuacion, las muestras se sonicaron (dos ciclos a 80 Hz) también en frio para
evitar la desnaturalizacion de las proteinas y se centrifugaron en ultracentrifuga
refrigerada (Solvall RL-5B, Dupont Instruments, USA) a 15.000 rpm durante 10 min a
4°C, obteniéndose un sobrenadante que corresponde con el extracto citosdlico.

En el modelo de toxicidad celular, los astrocitos cultivados, después de ser tratados 24 h
con las antocianidinas, se incubaron con el reactivo de Fenton (0,5 mM FeSO, y 1 mM
H,O, en DMEM-m hasta un volumen en placa de 4 ml) durante 45 min. Pasado el
tiempo de incubacion, se retird el toxico, afiadiendo a continuacion DMEM-m siguiendo
el procedimiento descrito anteriormente.

5.8. DETERMINACION DE PROTEINAS (METODO DEL ACIDO BICINCONICO)

La concentracion en proteinas se determind siguiendo el método colorimétrico del acido
bicincénico (Smith y col., 1985). Para ello, en un primer paso, es preciso extraer el
extracto citosolico de la suspension celular.

Procedimiento
En placa de 96 pocillos se afiadieron 5 pl del extracto citosolico de cada una de las

muestras, completandose el volumen hasta 25 pl con agua destilada. A cada uno de los
pocillos se afiadieron 200 pl de una mezcla de &cido bicincénico y sulfato de cobre (14
ml: 275 ul) (coloracion verde). Cada muestra se analizd por triplicado. Se incubd la
placa a 37°C durante 1 h, protegido de la luz. Al cabo de este tiempo los pocillos
tornaron a una coloracion morada. Se analiz6 la absorbancia en un lector de placas a una
longitud de onda de 550 nm.

La concentracion de proteinas se obtuvo tras la extrapolacion de los datos de
absorbancia obtenidos de una curva patron de albumina (0-20 ug/pl).
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5.9. VALORACION DEL ENZIMA LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

El LDH es un enzima citoplasméatico medible que puede emplearse como biomarcador
del dafio celular originado por ruptura de la membrana celular. Su determinacion se
realiza por espectrofotometria siguiendo el método de Koh y Choi (1987). Este enzima
cataliza la reduccion de piruvato a lactato, utilizando NADH como cofactor. La
disminucion de la absorbancia debida a la oxidacion del NADH a NAD" es
proporcional a la actividad enzimatica.

Procedimiento

Para la valoracién de este enzima se siembran los astrocitos en placas de 24 pocillos
(2x10° células por pocillo), afiadiendo 1 ml de medio DMEM-c por pocillo e
incubandose en las condiciones descritas en el punto 5.1 hasta llegar a confluencia. A
continuacion se trataron con los extractos de leguminosas, antocianidinas y con trolox
0,5 mM (control positivo), durante 24 h. Pasado ese tiempo, se recogieron los
sobrenadantes en tubos Eppendorf de 2 ml (muestra A). En caso de no ser analizadas
inmediatamente, se procede a su congelacion a -20°C hasta su posterior analisis.

A los pocillos que contenian las células se afiadieron 200 pl de una mezcla de tampén
fosfato potésico (K;HPO4/KH,PO,. Panreac S.A.) 0,1 M, pH 7,4 con tritdn (Tritén X-
100, Sigma-Aldrich) en una proporcion 2:1 respectivamente. A continuacién, se
despegaron las células mediante raspado y se recogieron en tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Como en el caso anterior, se congelaron a -20°C hasta su analisis.

A 100 pl de la muestra A se le adicionaron 50 pl de piruvato sodico 80 mM. En el
momento de la lectura se adicionaron 50 ul de NADH (Sigma-Aldrich, 2 mg/ml en el
tampon fosfato potasico anterior) a cada pocillo.

Los tubos Eppendorf con la suspension de células se centrifugaron a 13000 rpm en
ultracentrifuga refrigerada, durante 10 min, recogiendo el sobrenadante (muestra B). A
cada pocillo se afiadieron 25 pl del sobrenadante, 75 pl de tampon fosfato sin triton, 50
pl de piruvato sodico y, en el momento de realizar la lectura, 50 ul de NADH (2
mg/ml).

Para las medidas de absorbancia se utilizaron placas de 96 pocillos y un
espectrofluorimetro (Optima Fluostar, BMG) midiendo a una longitud de onda de 340
nm cada min, durante 10 min, a 37°C. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Para calcular la cantidad de LDH liberado (%LDHip) se calculo la pendiente (x) de la
recta de absorcién de cada muestra (xs: pendiente de la recta de absorcion de la muestra
Ay X.: la pendiente de la recta de absorcion de la muestra B y la cantidad de LDH
liberada en el caso de mortalidad celular total (100% MC) causada por el toxico triton.
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100% MC = (x:x 5) + (x:x 4)

9%LDHip= [(x:x 5) x 100] / 100%MC

5.10. DETERMINACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

Como consecuencia de los efectos oxidantes de los ROS sobre las membranas celulares,
se producen procesos de peroxidacion lipidica que ocasionan la descomposicion de los
acidos grasos poliinsaturados y la aparicion de productos de peroxidacion como el
MDA. Estos compuestos pueden a su vez reaccionar con distintos grupos quimicos
como los tioles e interferir con proteinas y acidos nucléicos.

Se han utilizado dos métodos para determinar este compuesto. En ambos se emplearon
extractos citosolicos de las células tratadas con los compuestos a analizar en presencia o
ausencia del toxico oxidante, previa determinacion de la cantidad de proteina por
extracto, siguiendo la metodologia expuesta anteriormente (ver apartado 5.8.).

5.10.1. Ensayo de TBARS (Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)

Este ensayo se realiz6 siguiendo el método de Scheiber y col., 2010, con algunas
modificaciones. Mediante este método no solo se mide la concentracién de MDA sino
ademas, la de otros compuestos originados durante la peroxidacion.

Procedimiento
Una vez determinada la cantidad de proteinas, a 50 pl de cada una de las muestras de

células tratadas con antocianidinas, en ausencia o presencia del reactivo de Fenton, se
afiadieron 100 pl del reactivo: acido tiobarbitirico (TBA)/acido tricloroacético
(TCA)/HCI (75,3 mg/7,5 ml 40%/1ml), disuelto en 11 ml de agua miliQ. En bafio
termostatizado se calentaron las muestras a 100°C durante 20 a 45 min. Durante el
calentamiento se formé un cromégeno de color amarillo rosado, indicando la formacién
del aducto con el TBA. La reaccion se detuvo introduciendo los tubos Eppendorf en
hielo durante 15 minutos. Después de centrifugar a 3000 rpm durante 10 min, 100 pl de
los sobrenadantes se dispusieron por duplicado en placas de 96 pocillos. La intensidad
de la coloracién se midié en lector de placas, por colorimetria, a 530 nm. El resultado se
expresd como % de TBARS, siendo el 100% el maximo de formacién de productos de
peroxidacién producidos por el reactivo de Fenton. EI TBA procede de Sigma-Aldrich,
el TCA y el HCI de Panreac Quimica S.A.

82



Material y Métodos

5.10.2. Determinacion de MDA por HPLC

Para la determinacion de la formacion de MDA en los cultivos celulares, también se ha
utilizado la técnica de HPLC, segun el método de Grotto y col. (2007), con ligeras
modificaciones. Los resultados se expresaron en nmoles de MDA por mg de proteina.

Condiciones del método analitico (HPLC)

- Cromatografo Agilent 1260

- Deteccion: Detector de diodos DA 1260, a A 268 y 532 nm, simultdneamente
- Columna: Agilent eclipse plus C18 (100 x 4,6 mm; 3,5 um particula)

- T?#horno: 40°C

- Fase movil: H,O/MeOH (50/50 V/V) en elucion isocréatica

- Flujo: 0,5 ml/min

- tde analisis: 20 minutos

Procedimiento
Se prepar6 una disolucion madre 3 mM de MDA en agua destilada para realizar la curva

de calibrado (5 - 40 uM).

Los extractos citosolicos se obtuvieron en las mismas condiciones descritas
anteriormente (apartado 5.7.) previa determinacion de proteinas (apartado 5.8.).

Antes de proceder a la inyeccion, las muestras se filtraron mediante filtros de acetato de
celulosa de 0,22 p de tamafio de poro, manteniéndolas a 4°C hasta el momento del
analisis.

5.11. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS ANTIOXIDANTES

En todos los casos se han empleado extractos citosolicos (apartado 5.7.) tras la
determinacion de proteinas segln se indica en el apartado 5.8.

5.11.1. Determinacion de la actividad del enzima catalasa (CAT)

El enzima CAT cataliza dos tipos de reacciones, la descomposicion de H,O; en agua y
oxigeno y la oxidacion de donadores de hidrogeno con el consumo de una molécula de
peréxido.

H,O, + H,0, CAT 2H,0+ 0O,
H,0O, + ROOH CAT I 2 H,O + ROO™

La actividad CAT se determiné por espectrofotometria a una longitud de onda de 240
nm, observandose la descomposicion del peroxido de hidrégeno incorporado a la
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muestra, durante un minuto, a una temperatura de 25°C, siguiendo el método de Barja
de Quiroga y col. (1989), con alguna modificacion.

Procedimiento
Inmediatamente antes de realizar la medida, en cubeta de cuarzo de 1 cm y un volumen

de ensayo de 700 pl, se afiadieron 30 ul de los extractos citosolicos correspondientes a
las células tratadas o0 no con las antocianidinas, en presencia o ausencia del téxico
oxidante, y una solucion de H,0, en tampoén fosfato 50 mM (K,HPO, y KH,PO,4 a pH
7,4) para obtener una concentracion en cubeta de 1 mM. Se utiliz6 una cubeta como
blanco fija con 700 pl de tampdn fosfato. Previo a la medicion de la cinética con las
muestras problema, se realiz6 una medida de la disolucion de tampdn fosfato con H,O».
Se utiliz6 un espectrofotometro UVIKON 930.

La determinacion de la actividad enzimatica total (U), se evalu6 utilizando la siguiente
formula:

U=(AAn-AAp) xV/exDxvx C

Siendo AAy, el cambio en la absorbancia por minuto de la muestra; AA, el cambio en la
absorbancia por minuto del H,O,; V, el volumen total en la cubeta; € es el coeficiente de
extincion molar de H,O, (43,6.1073 nmol™ ¢cm™); D, es el paso de luz (1cm); v el
volumen de muestra y €, los mg de proteina por ml.

5.11.2. Determinacion de la actividad del enzima superoxido dismutasa (SOD)

El enzima SOD localizado en la mitocondria y en el citosol, es uno de los mecanismos
mas importantes de defensa antioxidante. Cataliza la dismutacion del radical superoxido
en oxigeno molecular y H,05:

205" + 2H* SOD H,O, + O,

Para la determinacion de la actividad enzimatica, se sigui6 el método de Marklund y
Marklund (1974), con algunas modificaciones. Dicho método se basa en la habilidad
que tiene SOD para inhibir la autooxidacion espontanea del pirogalol en medio basico,
mediante la transformacion del anion superdxido en H,O, y O,. Al autooxidarse el
pirogalol se transforma en pirogalina, sustancia de color amarillo que absorbe a una
longitud de onda de 420 nm.

Procedimiento
En cubeta de cuarzo se dispusieron: 30 pl de los extractos citosoélicos obtenidos tras el

tratamiento de las células con las antocianidinas, en presencia o ausencia del toxico
antioxidante,t cuyo contenido en proteinas ha sido evaluado previamente; 10 pl de
pirogalol (Sigma-Aldrich) 2 mM en HCI 10 mM (preparado previamente y conservado
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en frascos de vidrio topacio para evitar su autooxidacion); y, hasta alcanzar un volumen
en cubeta de 800 pl, tampoén TRIS-DTPA (50 mM de tris clorhidrato de
hidroximetilaminoetano que contiene dietilentriaminopentaacético dianhidrido 1 mM)
(Sigma-Aldrich) a pH 8,2, mantenido en agitacion al menos 20 min para favorecer su
oxigenacion. Se preparo6 un blanco con el tampon y la solucion de pirogalol y se leyeron
las absorbancias a 420 nm, durante 2 min a 25°C en espectrofotometro UVIKON 930.

El porcentaje de inhibicion seré:
% INH = [AA,- AAn) / AAp] x 100

Siendo AA, la variacion en la absorcion del pirogalol y AAn la variacion en la
absorcion en la muestra.

Para el célculo de la actividad enzimatica (U) se consider6 que una unidad enzimatica
es la cantidad de enzima capaz de inhibir la reaccion en un 50%, y se expreso en Ul/mg
de proteina:

U=[(%INH/50) x (V"] / C

Siendo V el volumen total en la cubeta; v, el volumen de la muestra y ¢, los miligramos
de proteina.

5.11.3. Determinacion de la actividad del enzima glutation reductasa (GR)

El enzima GR, tiene una funcibn muy importante en el organismo pues cataliza la
reduccion del glutation oxidado de manera que en su forma reducida pueda ser utilizado
por el enzima GPx para eliminar el H,O, del organismo.

GSSG + NADPH + H* GR 2 GSH + NADP*

Para la evaluacion de la actividad enzimatica se siguio el método de Barja de Quiroga y
col. (1990), basado en la oxidacion del NADPH.

Procedimiento
En cubeta se afiadieron 580 pl de tampdn fosfato 50 mM (K;HPO, y KH2P0O4))/6,3 mM

EDTA (Panreac Quimica S.A.) en agua destilada, a pH 7,4; 50 pul de los extractos
citosolicos obtenidos tras el tratamiento de las células con las antocianidinas, en
presencia 0 ausencia del tdxico antioxidante, cuyo contenido en proteinas ha sido
evaluado previamente, atemperados antes de su analisis; y por tltimo, 35 pl de glutation

85



Material y Métodos

oxidado (80 mM) y 35 ul de NADPH (Sigma-Aldrich) (6 mM), disueltos en tampdn
fosfato. Como blanco se utilizé tampon fosfato/EDTA 700 pl.

Tras 60 segundos de reaccion, se midieron las absorbancias a una longitud de onda de
340 nm, durante cuatro minutos a 25°C. Se realiz6 también una medida con tampon
fosfato, glutatién oxidado y NADPH para controlar la reaccion no enzimética.

La actividad enzimatica (U) se expres6 en nmoles de NADPH por minuto y por
miligramo de proteina:

U=[(AAn-AAp) xV]/(ex Dx vx 0)

Siendo AA,, la variacion en la absorbancia de la muestra; AAy, la variacion en la
absorbancia de la reaccién no enzimatica; V, el volumen total de la reaccion; g el
coeficiente de extincion molar del NADPH (6,22 x 1073 mM™ cm™); D, el paso de luz
(1 cm), vel volumen de muestra 'y €los mg de proteina por ml.

5.11.4. Determinacion de la actividad del enzima glutation peroxidasa (GPx)

Los enzimas GPx, localizados en el citosol y la mitocondria, catalizan la siguiente
reaccion:

GPy
H.0,+.2 GSH —» GSSG + H0

Existen dos formas basicas de peroxidasas: dependiente de selenio, tetramérica,
encargada de descomponer hidroperdxidos organicos e inorganicos; e independiente de
selenio, que descompone los hidroperdxidos organicos.

Para medir los dos enzimas se emplea la misma metodologia, pero utilizando diferente
sustrato. En el caso del enzima GPx dependiente de selenio se emplea como sustrato
per6xido de hidrégeno. Para la determinacion de la actividad GPx total se utiliza
hidroperdxido de cumeno.

En ambos ensayos se valor6 la actividad GPx evaluando el incremento de la
absorbancia debido a la oxidacion del NADPH a una longitud de onda de 340 nm, en
presencia de un exceso de glutatién reductasa y glutation reducido, segun la siguiente
reaccion acoplada:
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ROOH 2GSH NADP*
GPx GR

ROH+H,0 GSSG NADPH

Para la determinacion de este enzima se siguid el protocolo descrito por Smith y
Levander (2002), con algunas modificaciones.

Procedimiento

Para la realizacion del ensayo se prepararon dos soluciones reactivas: A, peréxido de
hidrogeno (0,25 mM) mas los reactivos indicados en la tabla siguiente y B, perdxido de
cumeno (0,5 mM; Fluka) con los mismos reactivos, en las concentraciones que se
detallan a continuacion:

Reactivos [concentracion]
Tampon fosfato pH 7,4 50 mM
EDTA 5 mM
Azida sbdica (Sigma-Aldrich) 1 mM
Glutation reducido (Sigma-Aldrich) 2 mM
Glutation reductasa (Sigma-Aldrich) 2 U/ml
NADPH 0,4 mM

La medida se realizé en placas de 96 pocillos. A 200 ul de solucidn reactiva se le afiadio
50 pl de los extractos citosdlicos obtenidos tras el tratamiento de las células con las
antocianidinas, en presencia o ausencia del tdxico antioxidante, cuyo contenido en
proteinas habia sido evaluado previamente, atemperados antes de su analisis. Como
blanco se utilizaron las mismas soluciones reactivas (200 pl) completando el volumen
hasta 250 ul con tampdn fosfato. Las medidas de absorbancia se realizaron a una
longitud de onda de 340 nm, a 37°C, durante 3 minutos, realizando medidas cada 15
segundos.

Para la determinacion de la actividad enzimatica GPx, calculada como micromoles de
NADPH oxidados por minuto, se empled la siguiente ecuacion:

Ugpx = [(AAm-AAb)XV]/SXDX VXC

Siendo (AAm - AAyp) la diferencia entre la absorbancia obtenida para las muestras
problema y la obtenida para el blanco; V el volumen total en ml que contiene cada
pocillo, £ =6,22 mM™ cm™ coeficiente de extincion molar del NADPH; y, el volumen
de muestra que se afiade al pocillo (50 pl); D, es el paso de longitud de onda en los
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pocillos de las placas utilizadas (0,2411 cm); y C la concentracion de proteinas en
mg/ml.

5.11.5. Determinacién de la actividad del enzima NADPH quinona reductasa
(NQO1)

Este enzima se encuentra en el citosol de las células de un gran nimero de tejidos del
organismo. Cataliza la reduccién de quinonas y quinoneiminas, protegiendo al
organismo de su toxicidad. En esta reaccién tanto NADH como NADPH actdan como
donadores de 2 electrones facilitando la reduccion de la quinona a hidroquinona, la cual
es susceptible de glucuronizarse facilitando su eliminacion. Es un enzima de fase 1l que
estd coordinado con otros enzimas similares: glutation S-transferasa y UDP-
glucuronosil transferasa (Prochaska y Santamaria, 1988).

Quinona NQO1 | Hidroguinona

TR

NAD(P)H  NAD(P)

Para realizar este ensayo se siguié el protocolo descrito por Van Muiswinkel y col.
(2000), con algunas modificaciones. Consiste en medir la inhibicion de la actividad
NQOL por el dicumarol.

Procedimiento
En placa de 96 pocillos se anadieron 5 pl de albumina en una concentracion de 20

mg/ml; 50 pl de los extractos citosélicos obtenidos tras el tratamiento de las células con
las antocianidinas, en presencia o ausencia del toxico antioxidante, cuyo contenido en
proteinas habia sido evaluado previamente, atemperados antes de su analisis; tampon
fosfato 50 mM pH 7,4 hasta completar un volumen en pocillo de 250 pl.
Posteriormente, se afiadié dicumarol (Sigma-Aldrich) disuelto en DMSO, para alcanzar
una concentracion final en pocillo de 10 uM. Se mantuvo la reaccion durante 10 min en
oscuridad. Posteriormente se afiadié dicloroindofenol (Sigma-Aldrich) para alcanzar
una concentracion final en pocillo de 40 uM y NADPH disuelto en una soluciéon de
HCOsNa (Panreac Quimica, S.A.) (0,1 g en 100 ml de agua destilada). En esta primera
reaccion se midio la inhibicion de la actividad NQO1 inducida por el dicumarol.

Para evaluar la reaccion no enzimatica se siguié idéntico protocolo pero en ausencia de
dicumarol. Como blanco se utilizo el tampon fosfato junto a las sustancias de reaccion.

Cada muestra se analiz6 por triplicado a una longitud de onda de 610 nm, a 25°C, con
60 segundos de espera, durante 7 minutos.
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La evaluacion de la actividad se efectu6 calculando la pendiente de la recta de
inhibicidn de la actividad y la pendiente de la recta de la cinética no enzimatica. A
continuacidn, para calcular la actividad enzimatica (U) se aplicé la siguiente formula:

Ungo1= [(Pm -Pb) XV]/EXD X VXC

Siendo Py, la pendiente de la muestra; Py, la pendiente del blanco; V el volumen total en
ml que contiene cada pocillo; & = 6,22 mM™ cm™, coeficiente de extincién molar del
NADPH; v, el volumen de muestra que se afiade al pocillo (50ul); D, el paso de longitud
de onda 0,2411 cm; y C la concentracion de proteinas en mg/ml.

5.12. DETERMINACION DE GLUTATION

El glutation es una molécula con actividad antioxidante que se encuentra en los tejidos
cerebrales, especialmente en astrocitos, en concentracion mas elevada que en otros
organos. Para la determinacion del GSH y del GSSG se siguié el método
espectrofluorimétrico de Hissin y Hilf (1976), basado en la capacidad del fluor6foro o-
ftaldehido (OPT) para reaccionar con aminas primarias en presencia de grupos tiol,
sulfitos y ciano que generan un compuesto fluorescente (isoindol), detectado a una
longitud de onda de excitacion de 420 nm y 350 nm de emision.

El OPT (Sigma-Aldrich) reacciona con el GSH a pH 8 y con GSSG a pH 12. Un nivel
de pH mayor de 8 hace que el GSH se oxide; para prevenir este hecho, se afiadi6 N-
etilmaleimida (NEM) (Sigma-Aldrich), que forma un complejo con el GSH,
previniendo interferencias en la medida del GSSG. Por ultimo, se determiné el indice
redox (GSSG/GSH).

Procedimiento
Tras la obtencién de los extractos citosolicos y la evaluacion de su contenido en

proteinas (ver apartados 5.7. y 5.8.), los extractos se trataron con acido perclérico
(Panreac Quimica, S.A.) al 1% v/v, durante 5 min. A continuacién se centrifugaron a
14.000 rpm, durante 10 min, a 4°C, para retirar las proteinas y emplear el sobrenadante
para la determinacion del GSH y GSSG.

e Determinacion del glutation reducido (GSH): En una placa de 96 pocillos se
afiadieron 50 pl de cada muestra; 150 pl de tampon fosfato (NaH2PO4/ NaaHPOy)
0,1 M/EDTA 0,005 M en agua destilada a pH 8 y 20 pl de una solucion
extemporanea de OPT en metanol (1 mg/ml). Se mantuvo la placa 15 min en la
oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, se midio la absorbancia en un
fluorimetro (FLx-800) a una longitud de onda de excitacion de 420 nm y de emision
de 350 nm.
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Para elaborar la recta patron del GSH se utilizé una disolucion del mismo (Sigma-
Aldrich) 9,7 mM en tampon fosfato/EDTA. Todas las muestras se prepararon por
triplicado.

e Determinacion del glutation oxidado (GSSG): En una placa de 96 pocillos se
afiadieron 50 pl de muestra y 3 ul de NEM (7,5 mM diluido en tampén
fosfato/EDTA, pH 8, preparado diariamente), dejando las placas en oscuridad
durante 5 min. A continuacion, se afiadieron a cada pocillo 150 pl de NaOH 0,1 N
(Panreac Espana S.A.) en agua destilada, pH 12 y 20 pl de la solucion de OPT,
dejando las placas de nuevo en oscuridad durante 15 min. Paralelamente se realizo
una curva patréon de GSSG (Sigma-Aldrich) 9,1 mM en solucion de NaOH en agua
destilada.

Las medidas de fluorescencia se obtuvieron, como en el caso anterior, a una
longitud de onda de excitacion de 420 nm y de emisién de 350 nm.

Tras la realizacion de las rectas de regresion de las curvas patron, se extrapolaron los
valores de absorbancia de las muestras problema, para hallar las concentraciones de
GSH o0 GSSG para cada una de las muestras, segun la siguiente ecuacion:

mg GSH 0 GSSG = (AAm-b)/ ax C x v

Siendo AAm el valor de absorbancia de la muestra; b la ordenada en el origen de la
recta patron correspondiente; g, la pendiente de la recta; C la concentracion de proteinas
en mg/ml y el volumen de la muestra (50ul).

Para determinar el indice redox (IR) se aplicé la formula:

IR = GSH/GSSG

5.13. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES CASPASA 3,8 Y 9

La actividad caspasa en los astrocitos se determind mediante un método fluorimétrico
basado en la deteccion de los productos de la hidrolisis de sustratos selectivos: N-acetil-
Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metil cumarina (Ac-DEVD-amc), N-acetil-lle-Glu-Thr-
Asp-7-amino-4-metil-cumarina (Ac-IETD-amc) y N-acetil-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-
4-metil-cumarina (Ac-LEHD-amc), para las caspasas 3, 8 y 9 respectivamente.

En primer lugar, para establecer las condiciones optimas para la evaluacion de la
actividad de caspasas, se realizaron diferentes ensayos modificando el nimero de
células utilizadas (2x10°, 3x10° 0 4x10° células por pocillo), la concentracién del téxico
oxidante (H,O,: 500 uM, 750 uM y 1 mM) y los tiempos de actuacion del toxico
oxidante (24 0 48 h) (Fig. 14).
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Figura 14. Variacion de la actividad caspasa 3. A) Segun el nimero de células utilizadas, en
ausencia o presencia de un téxico oxidante H,O, [0,5 mM] diluido en DMEM-m B) Segun el
tiempo de reaccion a 24 h'y 48 h, con diferentes concentraciones de H,0,: 500 pM, 750 pM y 1
mM. Los resultados se expresaron como media + DS (n=7) de tres experimentos independientes.
*p< 0,005; # p<0,001 vs control.

Procedimiento

Se cultivaron las células en placas de 96 pocillos, con una densidad de 300.000 células
por pocillo, en 100 ul de DMEM-m durante 24 h. Posteriormente, se trataron con
diferentes concentraciones de antocianidinas (5, 25 y 100 uM) y se incubaron durante
24 h. A continuacion se retiro el medio de cultivo y se adicionaron 300 pl de tampon de
lisis (10 mM Tris, 130 mM de NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM pirofosfato sodico, 10
mM difosfato sodico; ajustando el pH a 7,5) al cual se adiciond en el momento de su
utilizacion ditiotreitol (DTT) 2 mM (1,5 mg de DTT por 5 ml de tampodn), para evitar la
oxidacion de los enzimas. Las células se recogieron mediante raspado o scratching en
tubos Eppendorf manteniéndose a -20°C hasta su valoracion.
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Para determinar la actividad caspasa, se centrifugaron las suspensiones celulares a
13.000 rpm durante 10 min y se recogieron los sobrenadantes. Tras valorar su
concentracion de proteinas (apartado 5.8.), se realizo la valoracion de las actividades
enzimaticas.

En placas de 96 pocillos, se afiadieron 100 pl de sobrenadante; 50 ul de tampon de
reaccion (20 mM HEPES, 10% glicerol; ajustar a pH 7,5; en el momento de su
utilizacion se afiadi6 DTT 2 mM como en el caso anterior); y 3,5 pl de los
correspondientes sustratos para cada una de las caspasas. En los tres casos, los péptidos
disueltos en PBS y liofilizados se reconstituyeron con DMSO (1mg/1ml).

A continuacion, se midié la fluorescencia a tiempo cero y cada hora, durante 24 h. Entre
lectura y lectura, se mantuvieron las células en incubador a 37°C. Las longitudes de
onda para caspasa 3 fueron 360/40 nm excitacion y 480/20 nm emisién a una
sensibilidad de 60. Para caspasas 8 y 9, 360/40 nm de excitacion y 528/20 nm de
emision, con una sensibilidad de 80. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Los efectos de las antocianidinas sobre las actividades caspasa 3, 8 y 9 se cuantificaron
hallando la pendiente de la recta para cada una de ellas (unidad arbitraria de
fluorescencia [UAF]/h) a diferentes tiempos (0; 1; 2; 3; 4; 5; 22; 23; y 24 horas),
refiriendo el valor a los mg de proteina que contienen:

UAF/h/mg prot = (UAF/h x 1000)/mg prot

En las graficas se representa el porcentaje de cada actividad caspasa con respecto al
control (100%).

5.14. DETERMINACION DE NITRITOS

A nivel del SNC, el NO actta como modulador de procesos fisiopatologicos. Su
produccién esta regulada por el isoenzima iINOS. En las células gliales, el iINOS se
activa por diferentes estimulos. Estudios realizados en cultivos celulares de astrocitos y
microglia de roedores, indican que tanto LPS como la combinacion de determinadas
citocinas proiinflamatorias (IL-1B, TNF-a e INF-y), son capaces de inducir su
activacion (Hewett y col., 1993; Simmons y Murphy, 1993). Por el contrario, en
astrocitos humanos, la activacién solo se produce en respuesta a la combinacion de IL-
1B, TNF-a e INF-y y no en presencia de LPS solo (Hu y col., 1995; Zhao y col., 1998).

La actividad enzimética iINOS podria evaluarse cuantificando el NO producido, no
obstante, al ser éste un gas altamente difusible con una vida media muy corta, resulta
muy dificil. Por ello, se recurre a la valoracion indirecta mediante la cuantificacion
espectrofotométrica de sus metabolitos estables, nitritos (NO;™) y nitratos (NO3”),
utilizando la reaccion de Griess (Mufioz-Fuentes y col., 2003). Con este reactivo (5 ml
de N-(1-naftil) etilendiamina al 0,1% + 5 ml sulfanilamida 1%, en H3PO, al 5%), el
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NO,se convierte en idn diazonio que al acoplarse a la N-(1-naftil) etilendiamina forma
un cromoforo azo-derivado de color rosa.

2NO+ Op——» 2NO;

*NO+ eNO;————p» NoO3 ————» 2NO5"

2 NO; —» NyO4 7—» NO,™ + NO3~

H.0

Para la determinacion de nitritos se siguié la metodologia de Mufioz-Fuentes y col.
(2003), con varias modificaciones.

Procedimiento
En una placa de 96 pocillos, se sembraron 10* células por pocillo. Tras 24 h de

incubacion, se trataron con las diferentes concentraciones de antocianidinas utilizando
medio DMEM-m. Se mantuvo el tratamiento durante 24 h en incubador a 37°C y 5%
CO,. Sin retirar el medio de cultivo, se afadieron 160 U de INF-y y se dejo actuar
durante 48 h.

Se tomaron 100 pl de cada pocillo y se llevaron a otra placa de 96, adicionando 100 pl
de reactivo de Griess. Después de 30 min en la oscuridad, se midieron las absorbancias
a una longitud de onda de 550 nm. Las concentraciones de nitritos se calcularon
mediante la extrapolacion de las absorbancias obtenidas para cada una de las muestras a

una curva patron de nitrato sodico, con un rango de concentraciones entre 5 'y 100 uM
(Fig. 15).

Los resultados se expresaron como porcentajes de liberacion o inhibicion segin las
siguientes ecuaciones:

%Lib = (g, x 100)/ g,

%Inh =100 - % Lib

Siendo g, la concentracion extrapolada de cada una de las muestras y gg la
concentracion extrapolada del INF-y.
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Figura 15. Recta de calibracion de nitrato sddico (5-100 pM) a A 550 nm.

5.15. MODELO DE PARKINSONISMO INDUCIDO POR MPTP

El compuesto 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP), es un derivado
meperidinico que posee la capacidad de inducir una alteracion celular similar a la
originada en una enfermedad neurodegenerativa como es la enfermedad de Parkinson.

Para determinar el efecto protector de las antocianidinas frente al dafio inducido por
MPTP se sigui0 el procedimiento descrito por Jia y col. (2009), evaluando la viabilidad
celular por el método del MTT (apartado 5.3.).

Procedimiento
En placa de 96 pocillos se incuban los astrocitos (5 x 10* por pocillo), con medio

DMEM-m durante 24h. Al cabo de ese tiempo se tratan las células con las muestras de
antocianidinas o con triton (10 pl) o con MPTP (Sigma-Aldrich) (1 mM) o con trolox
(0,5 mM). A las 24 h, a las células tratadas con antocianidinas se les retira el medio y se
tratan con MPTP (1 mM) en medio DMEM-m, incubandose de nuevo durante 24 h.

A continuacion se realiza la evaluacion de la viabilidad celular por MTT (apartado 5.3.).
Todas las muestras y controles se analizan por triplicado.

5.16. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los valores se expresaron como
media £ desviacion estandar (M £ SD) de al menos tres experimentos independientes.
Para comparar el grupo control con los grupos tratados se utiliza el test ANOVA simple
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seguido del test de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Se calcularon las
diferencias entre cada par de medias, mostrando diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95,0% de confianza. Con este método hay un riesgo del
5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la
diferencia real es igual a 0 (Martin Andrés y Luna del Castillo, 1989). En estos test se
considera que un valor de p< 0,05 es estadisticamente significativo.

Los datos del ensayo ORAC se trataron estadisticamente utilizando el test de rango
multiple de Duncan.

3.17. APARATOS UTILIZADOS Y CONSUMIBLES

Aparatos

Autoclave P. Selecta (Espafa)

Balanza D-600 Cobos y de precision Metler AJ100 (Suiza)

Bario termostatizado modelo Unitronic 320 OR, Selecta precisterm (Espafia)
Cabinas de flujo laminar vertical modelo BV-100, Telstar Industrial S.L.
Barcelona (Espafia) y modelo Thermo Scientific (Espafia)

Centrifuga refrigerada Solvall RT 6000 D Dupont (USA)

Congelador de -80°C Hetofrig CL 410 (Escandinavia)

Cromatdgrafo Agilent 1260

Cromatografo Hewlett Packard 1100 MS (USA)

Cromatografo HPLC-PAD Waters (USA)

Espectrofluorimetro Optima Fluostar, BMG Labtechnologies GmbH (Alemania)
Espectrofotémetro UVIKON 930 Kontron Instruments (USA)

Evaporador Turbo Vap Zymark Corporation (USA)

Extractor ASE 200 DIONEX Corporation (USA)

Fluorimetro FLx800 microplate fluorescent reader Bio-Tek, Instruments, In
(USA)

Germinador G-120 Snijders International S.L. (Holanda)

Lector de placas Digiscan microplate reader Asys Hitech GMBH (Alemania)
Microscopio Nikon TMS de contraste de fase (Japon)

Nevera (2°-8°C) Balay con congelador (-20°C) Balay (Espafia)

Peachimetro pH meter basic 20, Crison Instruments S.A. 2002 (Espafia)
Sonicador UP-100H, Lab Net bioquimica (Espafia)

Tanque de nitrégeno liquido Taylor Wharton 35 VHC (Alemania)
Ultracentrifuga refrigerada Solvall RL-5B refrigerated superspeed centrifuge
Dupont Instruments (USA)

e Vortex: Heidolph REA x 2000 (Alemania)

Consumibles

e Tubos Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml y 2 ml, Sarstedt (Alemania)
e Filtros de 0,45 ny 0,22 p de acetato de celulosa. Millipore Co. Billerica (USA)
e Frascos de cultivo estériles de 75cm?, Sarstedt (Alemania)
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Pipetas estériles de 10ml, Sarstedt (Alemania)

Placas de 96 pocillos negras, Sarstedt (Alemania)

Placas de Petri y placas de 96 y 24 pocillos estériles Sarstedt (Alemania)
Tubos Falcon estériles de 50ml y 15ml, Sarstedt (Alemania)
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1. LEGUMINOSAS

1.1. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPONENTES FENOLICOS
DE LEGUMINOSAS CRUDAS Y PROCESADAS.

1.1.1. Judias de Tolosa (Phaseolus vulgaris L. cv. Tolosana)

(Resultados publicados en: Lépez A, El-Naggar T, Duefias M, Ortega T, Estrella I,
Hernandez T, Goémez-Serranillos MP, Palomino OM, Carretero ME. Effect of cooking
and germination on phenolic composition and biological properties of dark beans
(Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry 2013; 138(1): 547-55.)

Los compuestos identificados por HPLC-PAD y HPLC-ESI/MS, en base a su pico de
absorcién méxima (Amax) y fragmentos moleculares, quedan reflejados en la tabla 4.
Entre los &cidos fendlicos se ha constatado la presencia de los acidos galico,
protocatéquico, trans-ferulico, trans p-cumarico y sindpico y, sus derivados aldaricos
(galactérico, altrarico o glutarico). Se han identificado igualmente numerosos
flavonoides libres y derivados de los mismos: flavonas derivadas de apigenina;
flavonoles derivados de quercetina, miricetina y kaempferol; flavanonas derivadas de
naringenina y hesperetina; dimeros y trimeros de procianidinas; isoflavonas derivadas
de genisteina, daidzeina, biochanina A y biochanina B; y antocianinas de delfinidina,
cianidina, pelargonidina, petunidina y malvidina.

Se observan diferencias cualitativas y cuantitativas significativas entre las muestras
crudas y procesadas (Tabla 5). Las diferencias cualitativas mas importantes
corresponden a las judias germinadas, ya que en éstas se observd la presencia de
isoflavonas y sus derivados, y derivados de miricetina, practicamente ausentes en las
muestras crudas y cocidas. La cantidad total de isoflavonas en judias germinadas fue de
36,36 pg/g, mientras que en las muestras de judias crudas solo se encontré un derivado
de genisteina en baja concentracion (1,27 pug/g). Estos resultados estan en concordancia
con estudios previos realizados en semillas de soja (Lin y Lai, 2006).

Del grupo de las flavonas, solamente se detectd la presencia de un heterdsido de
apigenina en las muestras correspondientes a las judias sin procesar.

Las flavanonas mas abundantes en las muestras de judias crudas fueron heterésidos de
hesperitina (12,51 pg/g) y naringenina (17,28 pg/g), disminuyendo su concentracion
tras el procesado. Los derivados de hesperetina se redujeron a 9,36 pug/g y 1,22 ug/g tras
la coccidn o germinacion respectivamente; y los derivados de naringenina a 3,84 pg/g
tras la coccion y a 9,18 pg/g después de ser germinadas. Naringenina como genina libre
solo se detectd en judias crudas.

También se observaron diferencias en la presencia y concentracion de flavonoles. Como
geninas libres, quercetina se detectd tanto en judias crudas como procesadas,
kaempferol unicamente en crudas y germinadas, si bien parece ser mas abundante en
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estas Ultimas, y miricetina solo en judias germinadas. En forma de derivados
heterosidicos, los compuestos mas abundantes fueron los derivados de miricetina en
muestras germinadas (54,06 ug/g), seguido de derivados de quercetina en muestras
crudas (19,47 pg/g) y germinadas (20,08 pg/g) y, por ultimo, los derivados de
kaempferol (7,42 ug/g en crudas; 4,16 ug/g en cocidas y 11,06 pg/g en germinadas).

En judias no procesadas, los compuestos no antocianos que se encontraron en mayor
concentracion fueron los dimeros y trimeros de procianidinas (100,01 pg/g) (Tabla 5);
este valor disminuyo significativamente en judias cocidas (11,48 pg/g), no detectandose
dichos compuestos en muestras germinadas, debido probablemente a su polimerizacién
en compuestos de mayor peso molecular. No obstante, si se ha descrito su presencia en
otras leguminosas germinadas (L6pez-Amords y col., 2006).

En las muestras estudiadas se observo la presencia de formas isoméricas de los acidos
hidroxicinamicos (&cido ferulico, p-cumarico y sinapico) esterificados con acidos
aldaricos. En judias crudas, los derivados aldaricos del &cido ferdlico fueron los més
abundantes (46,14 ug/g), encontrandose los derivados del acido sinépico (17,34 ug/g) y
del &cido p-cumarico (6,01 pg/g) en menor concentracion. Después de procesar las
semillas (coccion o germinacion), se observé una disminucion en la concentracion de
estos derivados, no obstante, tal como queda reflejado en la Tabla 5, los derivados del
acido feralico continuaron siendo los méas abundantes.

Los &cidos hidroxicindmicos libres ferulico, p-cumarico y sindpico, solamente fueron
detectados en las muestras correspondientes a las judias cocidas. En judias crudas se
aprecio la presencia de é&cido trans-feralico (7,37 pg/g), ausente en muestras
procesadas.

Como representante del grupo de los estilbenos hay que mencionar la presencia de
resveratrol (0,94 pg/g) exclusivamente en las muestras de judias germinadas.
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Tabla 4.- Longitudes de onda maxima en el espectro ultravioleta e iones moleculares de compuestos

fenolicos identificados en judias (Phaseolus vulgaris L.).

Compuestos no antocianos

Compuestos Amax [M-H]- [M-H]-frag

Acido galico 273 169

Acido protocatéquico 256, 291 153

Acido ferulil aldarico 233, 326 285 209, 193
Acido trans ferdlico 235, 322 193

Acido p-cumaril aldarico 233, 316 355 209, 173
Acido trans p-cumarico 233,314 173

Acido sinapil aldarico 235, 326 415 209, 223
Acido sinapico 237, 323 223

Dimero de procianidina 279 577 425, 289
Trimero de procianidina 279 865 577, 289
Hesperetina 7-nechesperiddsido 287, 336sh 609 301
Hesperitina 7-rutin6sido 288, 336sh 609 301
Hesperitina 7-glucésido 289, 334sh 463 301
Hesperitina derivado 288, 335sh 301
Naringenina 7-neohesperidésido 286, 332sh 579 271
Naringenina 7-rutinésido 286, 332sh 579 271
Naringenina 7-glucosido 286, 327sh 433 271
Naringenina-7-metil éter 2 287, 325sh 285

Naringenina 288, 328sh 271

Quercetina 3-rutinésido 256, 354 609 301
Quercetina 3-galactdsido 257, 361 463 301
Quercetina 3-glucdsido 256, 359 463 301
Acetato de quercetina 3-glucésido 257, 358 505 301
Quercetina 256, 374 301

Kaempferol 3-glucésido 264, 348 447 285
Acil kaempferol 3-rutinésido 262, 347 593, 285
Kaempferol 264, 348 285

Miricetina 3-glucdsido 261, 354 479 317
Derivado de miricetina 261, 354 521 317
Miricetina 254, 372 317

Apigenina 7-glucdsido 267, 334 431 269
Biochanina B 7-glucésido 259, 305sh 429 267
Biochanina A 7-glucésido 261, 335sh 445 283
Derivado de daidzeina 261, 298sh 253
Genisteina hexosa 260, 327sh 431 269
Derivado de genisteina 259 269
trans Resveratrol glucésido 318 389

Antocianinas

Delfinidina 3-glucésido 278, 526 465 303
Cianidina 3-glucésido 275,518 449 287
Pelargonidina 3,5-diglucésido 278,526 595 271
Pelargonidina 3-glucésido 372,503 433 271
Acil delfinidina glucésido 274,526 479 303
Acil pelargonidina glucésido 278, 334sh, 528 447 271
Pelargonidina 3-malonilglucésido 278,530 519 271
Petunidina feruloil glucosa 274, 340sh, 526 507 317
Derivado de petunidina 274,528 317
Derivado de malvidina 271,530 331
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Tabla 5.- Concentracion (ug/g) de los compuestos fendlicos en judias crudas, cocidas y germinadas.

COMPUESTOS FENOLICOS [png/g] J. CRUDAS J. COCIDAS J. GERMINADAS
Apigenina 7-glucésido 3,89+0,21 nd nd
Hesperitina 7-nechesperidosido nd 7,56 + 0,45 nd
Hesperitina 7-glucésido nd nd 1,22 + 0,09
Hesperitina 7-rutindsido 12,04 + 0,58 1,25+0,12 nd
Hesperitina derivado 0,47 £ 0,06 0,55+ 0,04 nd
Naringenina 7-nechesperidésido 11,14+ 0,34 0,61 +0,07 nd
Naringenina 7-rutinésido 3,93+£0,31 0,98 £ 0,08 nd
Naringenina-7-metil-2-eter 2,21+0,12 2,25+0,11 nd
Naringenina 7-glucosido nd nd 9,18 £ 0,56
Naringenina 1,48 +0,11 nd nd
Quercetina 3-galactésido 1,33+0,14 6,13 +0,32 nd
Quercetina 3-glucosido 8,51 + 0,57 nd nd
Acetato de quercetina 3-glucésido 9,63+0,41 nd nd
Quercetina 3-rutinésido nd nd 8,55+ 0,61
Acetato de quercetina 3-glucésido nd nd 11,53+£0,41
Quercetina 341+£0.21 1,54 + 0,06 0,81 + 0,06
Kaempferol 3-glucésido 7,42 +0,36 4,16 + 0,21 7,57+0,35
Kaempferol 1,01+£0,01 nd 9,14 + 0,64
Acil kaempferol 3-rutinésido nd nd 3,49+£0,17
Apigenina 7-glucésido 3,89+0,21 nd nd
Miricetina 3-glucésido nd nd 31,31+1,11
Miricetina derivado nd nd 8,28 £0,43
Miricetina derivado nd nd 14,47 £ 0,87
Miricetina nd nd 3,97+0,18
Biochanina B 7-glucésido nd nd 6,09 £ 0,19
Biochanina A 7-glucésido nd nd 2,31+0,14
Daidzeina derivado nd nd 0,35+0,03
Genisteina derivado 1,27 + 0,06 nd 17,11+£1,01
Genisteina derivado nd nd 10,15 £ 0,95
Genisteina hexosa nd nd 0,35+ 0,02
Procianidina dimero 39,64 +£1,11 0,72 £ 0,06 nd
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Procianidina dimero 49,89+ 1,01 1,33+ 0,05 nd
Procianidina dimero 7,76 £0,31 5,75+ 0,31 nd
Procianidina dimero nd 3,68 0,21 nd
Procianidina trimero 2,72+0,18 nd nd
Acido protocatéquico 0,21 + 0,02 0,27 £ 0,03 nd
Acido galico nd nd 0,78 £ 0,05
Acido feruloil aldarico 0,62 £ 0,07 0,58 £ 0,05 2,89+0,17
Acido feruloil aldarico 4,01 £0,32 0,38 £0,03 5,78 £0,22
Acido feruloil aldérico 1,26 £ 0,11 3,92+0,31 nd
Acido feruloil aldarico 8,63 +0,34 6,07 £ 0,35 nd
Acido feruloil aldarico 20,87 £1,07 6,32 £0,33 nd
Acido feruloil aldarico 10,75+ 0,52 nd nd
Acido fertlico nd 4,71+0,33 nd
Acido trans feralico 7,37 £0,26 nd nd
Acido p-cumaroil aldarico 1,49+0,13 0,45+0,03 0,45 £ 0,04
Acido p-cumaroil aldarico 1,08 + 0,07 1,54 +0,09 0,16 £ 0,01
Acido p-cumaroil aldarico 3,44 £ 0,32 nd 1,11+ 0,05
Acido p-cumaroil aldarico nd nd 0,56 £ 0,04
Acido p-cumaroil aldarico nd nd 1,13+0,03
Acido p-cumérico nd 1,59 + 0,07 1,13+0,11
Acido sinapil aldarico 0,94 + 0,08 0,91 +0,08 3,08 + 0,27
Acido sinapil aldarico 6,68 + 0,29 3,03+0,20 nd
Acido sinapil aldarico 9,72 + 042 0,76 £ 0,07 nd
Acido sinapico trazas 5,03 £ 0,34 nd
Resveratrol glucdsido nd nd 0,94 £ 0,05

(nd: no detectado)
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Respecto al contenido en antocianos, detectados a una longitud de onda de 530 nm, su
concentracion se redujo de forma importante (68 %) tras la coccion. En las muestras
crudas la concentracion total de antocianinas fue de 143,68 pg/g, siendo las mas
abundantes cianidina 3-glucdésido y pelargonidina 3-glucésido (Tabla 6). Tras la
coccion, aunque disminuyo la concentracion total (46,45 pg/g), se mantuvo la relacion
porcentual entre ellas, manteniéndose como mas abundantes los heterosidos de
cianidina y pelargonidina.

Tras siete dias de germinacion, la concentracion total de antocianinas fue muy similar a
la encontrada en judia crudas (143,73), no obstante se identificaron nuevos compuestos
como petunidina-feruloil-glucésido, pelargonidina-3,5-diglucésido, y dos compuestos
que podrian ser derivados de petunidina y malvidina. EI primero de ellos resulto ser el
mas abundante en estas muestras (58 ug/g).

Tabla 6.- Concentracién (ug/g) de las antocianinas identificadas en judias crudas y procesadas.

COMPUESTO [ug/g] J. CRUDAS | J. COCIDAS | J. GERMINADAS
Cianidina 3-glucésido 88,44 + 3,87 | 28,44 £ 1,06 9,12+ 1,05
Pelargonidina 3-glucésido 50,72+ 242 | 1425+ 1,58 nd
Pelargonidina 3-glucésido acilado | 0,38 £ 0,02 nd nd
Pelargonidina malonil glucésido 0,48+0,03 | 1,45+0,11 nd
Pelargonidina 3,5-diglucésido trazas trazas 30,46 + 1,85
Delfinidina 3-glucésido 355+0,18 | 2,31+0,14 15,87 £ 1,59
Delfinidina 3-glucésido acilado 0,11 £ 0,02 nd nd
Petunidina feruloil glucosa nd nd 58,76 + 2,38
Derivado de petunidina nd nd 11,88 +1,08
Derivado de malvidina nd nd 17,64 £ 1,67

(nd: no detectado)

1.1.2. Lenteja de la Armuiia (Lens culinaris Medik. cv. Rubia de la Armufia)

Como en el caso de las judias, en lentejas crudas y procesadas, utilizando cromatografia
HPLC-PAD y HPLC-ESI/MS y en base a los A max y fragmentos moleculares
obtenidos en la espectroscopia de masas, se identificaron diferentes compuestos
fenolicos como dimeros y trimeros de procianidinas y prodelfinidinas; galato de
procianidinas; flavonoles como kaempferol y quercetina, y sus derivados; luteolina y
derivados de la misma; heterdsido de catequina; y acidos fendlicos libres (acido trans p-
cumarico y protocatéquico) y sus correspondientes derivados (Tabla 7).
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Tabla 7. Longitud de onda maxima de absorcién (Amax) e iones moleculares de los compuestos fenélicos
identificados en lentejas (Lens culinaris Medik.).

COMPUESTOS ) max [M-H]- | [M-H]-
Trimero de prodelfinidina (2GC-C) 276 897 593, 289
Dimero de prodelfinidina (GC-C) 276 593 289
Dimero de digalato de procianidina (P2 G2) 278 881 729, 289
Dimero de procianidina 278 577 289
Trimero de procianidina 278 865 577, 289
Acido protocatéquico 255 153

Dimero de procianidina 278 577 289
Derivado del &cido p-cumarico 312 163
Trimero de procianidina 280 865 577, 289
Catequina hexosa 280 451 289
Acido p-cumaroil malico 308 278 163
Acido p-cumaroil glicdlico 314 220 163
Dimero de procianidina galato (P2 G1) 280 729 289
Dimero de procianidina 278 577 289
Derivado de dihidroquercetina 266 303
Trimero de procianidina 278 865 577, 289
Kaempferol ramnosa-hexosa-hexosa-ramnosa 266,348 901 755,285
Acido trans-p-cumarico 309 163

Kaempferol hexosa-hexosa-ramnosa 266, 348 755 593, 285
Kaempferol ramnosa-ramnosa-hexosa 268, 348 739 593, 284
Kaempferol xilosa-glucosa 266,350 579 285
Luteolina ramnosa-hexosa-hexosa 268, 340 755 285, 227
Kaempferol ramnosa-hexosa 266, 348 593 285
Kaempferol glucésido 265, 347 447 285
Kaempferol hexosa-ramnosa-hexosa (p-cumaroil)- 270,314 1047 901, 285
hexosa

Kaempferol hexosa-ramnosa-(p-cumaroil)-hexosa- 270, 316 1047 901, 755,
hexosa 285
Luteolina ramnosa-hexosa 268, 338 593 431, 285
Luteolina glucdsido 264, 340 447 285
Acetato de quercetina glucésido 262, 293sh, 358 505 301
Kaempferol 267, 367 285

Luteolina 253, 352 285

2GC-C= galocatequina-galocatequina-catequina; GC-C= galocatequina-catequina
P2G1 = galato de procianidina dimero; P2G2 = digalato procianidina dimero
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En el analisis cromatogréafico de lentejas crudas y procesadas se observaron dos picos a
A 238 nm y 422 nm, que podrian corresponder a dos compuestos tipo aurona.

En algunos casos, la identificacion se realizd empleando estdndares comerciales
analizados bajo las mismas condiciones y por el mismo método cromatogréfico.

En la tabla 8 se muestran las diferencias cuantitativas y cualitativas observadas en la
composicion fendlica de las lentejas crudas y procesadas. En lentejas crudas los
compuestos que se encuentran en mayor concentracion (55,1 ug/g) son dimeros y
trimeros de procianidinas, dimeros de prodelfinidinas y digalato de procianidina. Esta
concentracion se reduce significativamente tras la coccién, no detectandose en las
muestras germinadas. En muestras de lentejas crudas también se encuentra en
concentracion elevada catequina en forma heterosidica (53,08 pg/g). Como en el caso
anterior, se reduce significativamente en lentejas cocidas y desaparece en muestras
germinadas.

Como representantes del grupo de las flavonas, se han identificado luteolina libre y sus
derivados mono-, di- y tri-heterosidicos. Los derivados heterosidicos se encuentran en
mayor cantidad en las muestras crudas (36,5 pg/g) en comparacion con las lentejas
cocidas (6,09 pg/g) o germinadas (11,88 ng/g). Por el contrario, la genina libre se
encuentra en mayor concentraciéon en las muestras cocidas (2,35 pg/g) y germinadas
(1,87 pg/g), no detectandose en las lentejas crudas, lo que podria ser consecuencia de
procesos hidroliticos.

También se han identificado derivados del kaempferol con diferente grado de
glicosilacidn, siendo los mas abundantes los derivados del kaempferol tetraglicosilados,
probablemente kaempferol ramnosa-hexosa-hexosa-ramnosa (743,4 ug/g en crudas;
556,47 ng/g en cocidas y 376,54 ug/g en germinadas). El procesado parece influir en la
presencia del resto de derivados pues, en la mayoria de los casos, se observa un
incremento en su concentracion en las muestras de lentejas cocidas y germinadas,
respecto a las crudas. Es de destacar la mayor presencia de derivados p-cumaroil en las
muestras germinadas.

A diferencia de lo que ocurre en judias, la presencia de derivados de quercetina en
lentejas es muy baja.

Por ultimo, en lentejas, los &cidos fenolicos se encuentran poco representados a
excepcion del acido trans-p-cumarico, mas abundante en lentejas cocidas (28,15 pg/g)
que en crudas (9,70 pg/g) o germinadas, en donde no ha sido posible su deteccion; o el
acido p-cumarico, solo detectado en muestras de lentejas germinadas (5,14 ug/g).
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Tabla 8. Concentracién (ug/g) de los compuestos fenélicos identificados en lentejas (Lens culinaris

Medik.), crudas y procesadas.

COMPUESTOS FENOLICOS [pg/g] L. CRUDAS L. COCIDAS | L. GERMINADAS
Trimero de prodelfinidina (2GC-C) 3,03+0,24 nd nd
Dimero de prodelfinidina (GC-C) 3,47+0,32 0,69+0,05 nd
Digalato de procianidina dimero (P2 G2) 0,89+0,07 nd nd
Dimero de galato procianidina (P2 G1) Nd 1,45+0,11 nd
Dimero de procianidina 25,03+1,07 0.19+0,02 nd
Dimero de procianidina 1,61+0,06 0.53+0,04 nd
Dimero de procianidina 0,69+0,03 3,8310,17 nd
Dimero de procianidina nd 3,48+0,21 nd
Trimero de procianidina 17,42+1,01 nd nd
Trimero de procianidina 2,96+0,14 nd nd
Catequina hexosa 53,08+1,03 8,87+0,34 nd
Luteolina nd 2,35+0,12 1,87+0,09
Luteolina ramnosa-hexosa-hexosa nd 3,58+0,14 nd
Luteolina ramnosa-hexosa 13,93+0,78 2,51+0,12 8,39+0,61
Luteolina glucésido 22 571+1,06 nd 3,49+0,15
Kaempferol 0,53+0,06 2,89+0,14 2,11+0,07
Kaempferol glucésido 0,51+0,02 6,05+0,23 13,76+0,87
Kaempferol rutindsido nd nd 8,61+0,43
Derivado de kaempferol nd nd 14,68+0,97
Kaempferol ramnosa-hexosa-hexosa ramnosa 743,43£15,02 | 556,47+13,48 376,54+12,17
Kaempferol hexosa-hexosa-ramnosa 0,41%0,03 1,28+0,11 4,15+0,15
Kaempferol ramnosa-ramnosa-hexosa 2,29+0,13 7,91+0,53 11,09+0,31
Kaempferol hexosa-ramnosa-hexosa-(p-cumaroil)- 6,65+0,24 9,81+0,44 93,85+12,81

hexosa

Kaempferol, hexosa-ramnosa-hexosa-(p-cumaroil) nd nd 1,09+0,04
hexosa

Kaempferol, hexosa-ramnosa-(p-cumaroil)-hexosa- 23,62+1,11 19,66+1,06 258,23+9,89
hexosa

Kaempferol hexosa-ramnosa-(p-cumaroil)-hexosa- nd nd 11,87+0,46
hexosa

Kaempferol xilosa-glucosa nd 5,16+0,19 1,41+0,13
Kaempferol ramnosa hexosa nd nd 24,75+1,05
Kaempferol hexosa ramnosa nd nd 1,36+0,06
Acetato de quercetina glucdsido 1,44+0,09 nd nd
Derivado de dihidroquercetina nd nd 3,68+0,29
Acido protocatéquico nd 0,05+0,01 0,69+0,05
Acido p-cumarico nd nd 5,14+0,18
Acido p-cumaroil malico 0,44+0,03 0,26+0,04 0,92+0,07
Acido p-cumaroil glicélico 0,130,02 0,14+0,02 0,64+0,07
Acido trans-p-cumarico 9,70%0,41 28,15+1,12 nd

nd: no detectado
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1.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL EN POLIFENOLES DE
SEMILLAS DE LEGUMINOSAS CRUDAS Y PROCESADAS

En la determinacion de la cantidad total de polifenoles (Folin-Ciocalteau) se realizé una
curva de calibracion con un estandar de acido galico (6,75-400 ppm) obteniendo un
coeficiente de regresion de 0,9923. Los valores obtenidos se expresaron en ppm de
acido galico/mg de leguminosa. En la siguiente tabla (Tabla 9) se expresan los
resultados obtenidos con los dos tipos de leguminosas ensayadas crudas y procesadas.

Se observaron diferencias entre las LC y sus diferentes procesados. Por el contrario, no
se observaron diferencias entre lentejas cocidas y germinadas. En el caso de las judias
solo se observaron diferencias significativas entre las semillas sin procesar y las
germinadas.

Comparando entre los distintos tipos de leguminosas, las lentejas presentaron un
contenido total de fenoles significativamente menor al obtenido en judias, tanto en el
caso de las semillas crudas como en procesadas.

Tabla 9. Concentracién de fenoles totales (ppm de &cido gélico/mg leguminosas) de judias de Tolosa
(Phaseolus vulgaris L.) y lentejas (Lens culinaris Medik.), crudas, cocidas y germinadas. Los resultados
se expresan como media = SD de tres experimentos independientes (n= 9); diferencias significativas
(p<0,05) a: crudas vs procesadas; b: cocidas vs germinadas; c: judias vs lentejas.

mg GA*/g leguminosa + SD
Compuestos Crudas (C) Cocidas (B) Germinadas (G)
Phaseolus vulgaris L. 51,42+ 7,74 44,57 * 8,65 33,65+ 7,96 *°
Lens culinaris Medik. 39,93+45° 26,48 +6,92%° 19,16 4,07 *°

*GA: 4cido galico.

1.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD CAPTADORA DE RADICALES LIBRES
PEROXILO (ORAC) DE EXTRACTOS DE LEGUMINOSAS CRUDAS Y
PROCESADAS

(Resultados publicados en: Lépez A, El-Naggar T, Duefias M, Ortega T, Estrella |,
Hernandez T, Gomez-Serranillos MP, Palomino OM, Carretero ME. Effect of cooking
and germination on phenolic composition and biological properties of dark beans
(Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry 2013; 138(1): 547-55.)

La evaluacion de la capacidad captadora de radicales peroxilo por el método de ORAC,
mostré que, tanto en judias como en lentejas, el procesado tiene una influencia negativa,
ya que el valor obtenido en los extractos de leguminosas crudas fue significativamente
méas elevado que en cocidas o germinadas (Tabla 10). Este efecto negativo del

108



Resultados

procesado de las semillas sobre la capacidad captadora de radicales libres fue superior
en el caso de las lentejas.

Tabla 10. Valores de ORAC (umol TE/mg de semillas) para judias (Phaseolus vulgaris L.) y lentejas
(Lens culinaris Medik.) crudas y procesadas. Los resultados se expresan como media + SD de tres
experimentos independientes (n= 9); diferencias significativas (p< 0,05): a crudas vs procesadas; b
cocidas vs germinadas; c judias vs lentejas.

pmol TE/mg de semillas = SD
Compuestos Crudas (C) Cocidas (B) | Germinadas (G)
Phaseolus vulgaris L. 0,94 £ 0,03 0,63 +0,03° 0,56 + 0,01 &P
Lens culinaris Medik. 1,21£0,1° 1,10+£0,07*° | 0,40 +0,05">¢

TE: equivalente de Trolox.

En la figura 11 se representan las areas bajo la curva (AUC) de los resultados de ORAC
obtenidos para los dos tipos de semillas de leguminosas, judias y lentejas, crudas,
cocidas y germinadas. Se emple6 Trolox como control positivo. Como se puede
observar, las muestras de lentejas crudas presentan una pendiente muy similar al
compuesto de referencia, lo que indica una alta captacion de radicales peroxilo. El resto
de las muestras presentan valores por debajo del compuesto de referencia, lo que indica
una menor captacion de radicales. Se puede observar ademas, tanto en las muestras de
judias como de lentejas, una disminucion en la capacidad captadora de radicales
peroxilo en funcion del procesado (mayor en cocidas que en germinadas).
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Figura 11- AUC de las diferentes muestras de leguminosas, crudas, cocidas y germinadas, frente a la
concentracion (uM), asi como el del compuesto de referencia (trolox). Los resultados se representan
como media £ SD de tres experimentos independientes (n=9).
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1.4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CAPTADORA DEL RADICAL DIFENIL
PICRIL HIDRACILO (DPPH) DE EXTRACTOS DE LEGUMINOSAS CRUDAS Y
PROCESADAS

Como en el caso anterior, al realizar el ensayo DPPH, se observd que el proceso de
germinacion induce un efecto negativo en la capacidad captadora de radicales libres de
las muestras estudiadas de judias y lentejas (Tabla 11), en comparacién a las
correspondientes a semillas sin procesar 0 sometidas a coccion, observandose un
incremento significativo en la Clso Asi, para el caso de las muestras de judias de Tolosa,
no se observaron diferencias significativas entre las muestras crudas (0,149 = 0,04 mg
de leguminosa/ml) y cocidas (0,170 + 0,05 mg de leguminosa/ml). También en el caso
de la lenteja, la determinacion de la actividad captadora del radical DPPH, mostro
potencia, estadisticamente superior en el caso de las lentejas crudas (valor Clso de 0,142
+ 0,034 mg/ml de leguminosa) en comparacién con las muestras germinadas (0,329 +
0,09 mg/ml de leguminosa), no encontrandose diferencias por el contrario, con las
muestras cocidas (0,151 + 0, 02 mg/ml de leguminosa) (Fig.12).
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Figura 12. Porcentajes de inhibicion en la captacion de DPPH frente a distintas concentraciones de
leguminosas crudas y procesadas. Los resultados se expresan como la media + SD, de tres experimentos
independientes (n=9).
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Tabla 11. Concentracion inhibitoria 50 (mg semillas/ml) de DPPH frente a distintas concentraciones de
leguminosas crudas y procesadas. Los resultados se expresan como media + SD de tres experimentos
independientes (n= 9); diferencias estadisticas (p< 0,05): a crudas vs procesadas; b cocidas vs
germinadas; c judias vs lentejas.

Clso (mg semillas/ml)+ SD
Compuestos Crudas (C) Cocidas (B) Germinadas (G)
Phaseolus vulgaris L. 0,149 + 0,04 0,170 + 0,05 0,255 + 0,04 ab
Lens culinaris Medik. 0,142 + 0,034 ¢ 0,151+ 0,02 ° 0,329 + 0,00 *>¢

1.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA DE
EXTRACTOS DE SEMILLAS DE LEGUMINOSAS CRUDAS Y PROCESADAS

Resultados publicados en: Lopez A, El-Naggar T, Duefias M, Ortega T, Estrella |,
Hernandez T, Goémez-Serranillos MP, Palomino OM, Carretero ME. Effect of cooking
and germination on phenolic composition and biological properties of dark beans
(Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry 2013; 138(1): 547-55.)

1.5.1. Evaluacion de los efectos sobre la viabilidad celular

En primer lugar se confirmo la ausencia de toxicidad celular de las muestras de semillas
de leguminosas crudas y procesadas sobre astrocitos en cultivo. En el caso de las judias,
a las concentraciones estudiadas (0,25; 0,5 y 1 mg/ml), tanto los extractos crudos como
los procesados, mantienen una viabilidad celular similar a la obtenida en células sin
tratar y muy superior a la observada tras el tratamiento con el toxico triton (Fig. 13 A).
Por tanto, en ningun caso, las muestras presentaron un efecto téxico para el cultivo
celular, de hecho, para determinadas concentraciones, se observa un incremento
significativo en la supervivencia celular como consecuencia del tratamiento de las
células con los extractos correspondientes a las muestras procesadas, principalmente las
germinadas.

En el caso de las muestras de lentejas no se observaron diferencias significativas con
respecto a las células control (células sin tratar), ni entre los diferentes procesados (Fig.
13 B).
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad celular de astrocitos respecto a las células sin tratar (100%) tras el
tratamiento con los extractos de A) judias (Phaseolus vulgaris L.), B) lentejas (Lens culinaris Medik.),
crudas y procesadas. Los resultados se expresan como media £ SD de tres experimentos independientes
(n=11). Control negativo: Tritén. * p< 0,05 vs control.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 14. Porcentaje de viabilidad celular de las muestras de leguminosas (Phaseolus vulgaris L. y Lens
culinaris Medik.), crudas y procesadas, a las concentraciones de 0,25; 0,5y 1 mg/ml. Se representan las
medias aritméticas para cada una de las muestras, asi como el intervalo de confianza segun el test de
rango multiple de Fisher (95%). Siendo Col. 2 la variable dependiente (1: control, DMEM-m 1%; 2:JC
0,25mg/ml; 3: JC 0,5 mg/ml; 4: JC 1 mg/ml; 5: JB 0,25 mg/ml; 6: JB 0,5 mg/ml; 7: JB 1 mg/ml; 8: JG
0,25 mg/ml; 9: JG 0,5 mg/ml; 10: JG 1 mg/ml; 11: LC 0,25 mg/ml; 12: LC 0,5 mg/ml; 13: LC 1 mg/ml;
14: LB 0,25 mg/ml; 15: LB 0,5 mg/ml; 16 :LB 1 mg/ml; 17: LG 0,25mg/ml; 18: LG 0,5 mg/ml; 19: LG 1
mg/ml; 20: tritbn para muestras crudas y cocidas; 21: triton para muestras germinadas. Col. 1 variable
independiente: 1-21. Los resultados se expresan como media = SD de tres experimentos independientes
(n=11).* p< 0,05 vs control.
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En la tabla 12 se recogen los valores de viabilidad celular, asi como las diferencias
estadisticas significativas entre concentraciones, procesados y tipo de leguminosa.

Tabla 12. % de viabilidad celular tras el tratamiento con diferentes concentraciones (mg/ml+SD) de
extractos de judias (Phaseolus vulgaris L.) y lentejas (Lens culinaris Medik.), crudas y procesadas.
Diferencias significativas p< 0,05: a, entre concentraciones; b, crudas vs procesadas; c, judias vs lentejas.

mg/ml JC JB JG LC LB

LG

0,25 |92,38+8,67° | 101,93+3,87 114,45+3,90°"¢ | 100,08+1,64% 100,08+1,49° 103,46+45,1*¢

0,5 92,68+6,75° | 106,99+1,69° 113,8245,20%°¢ | 106,73+2,35° | 106,73+10,67*° | 94,88+5,6*"¢

1 99,15+8,20 | 105,18+4,96 109,15+7,60*°¢ | 109,42+1,8*° | 109,42+4,91%° 94,88+6,7*¢

1.5.2. Determinacion de la viabilidad celular frente al dafio oxidativo inducido por
el reactivo de Fenton

Para comprobar la actividad neuroprotectora de las muestras de semillas de
leguminosas, se evalu6é la viabilidad celular, empleando un modelo de toxicidad
inducido por el reactivo de Fenton (FeSO4 0,5mM/H,0, 1mM). En la Figura 15 A se
observa un significativo efecto protector salvo en el caso de las muestras de judias
cocidas (0,25 mg/ml) y germinadas (1 y 0,5 mg/ml). No obstante, los tratamientos con
los extractos de leguminosas no fueron capaces de revertir el dafio sobre la viabilidad
hasta su valor inicial. Entre procesados, se observaron diferencias significativas: por lo
general las muestras de judias cocidas y crudas presentaron un mejor efecto protector
que las correspondientes a las muestras germinadas, siendo mayor el efecto en el caso
de las semillas sin procesar, a la misma concentracion.

En el caso de las muestras de lentejas, se observé que tanto las obtenidas a partir de
semillas sin procesar como procesadas eran capaces de revertir parcial y, en algun caso,
totalmente (lentejas crudas y cocidas a las concentraciones de 1 y 0,5 mg/ml) el dafio
oxidativo inducido por el reactivo de Fenton (Fig. 15 B).

El estudio de las diferencias entre procesados mostrd una mayor eficacia protectora en
el caso de las lentejas cocidas. Asimismo se observd que la germinacion disminuia
significativamente la proteccion de las células frente a la accion del toxico.
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Figura 15. Porcentaje de viabilidad celular inducida por muestras de A) judias (Phaseolus vulgaris L.) y
B) lentejas (Lens culinaris Medik.), crudas y procesadas (0,25; 0,5; 1 mg/ml). El porcentaje de viabilidad
celular se expresa como porcentaje del control, siendo este el 100% de la actividad (células sin tratar).
Los resultados se expresan como media = SD de tres experimentos independientes (n=12). * p< 0,05 vs
reactivo de Fenton (TX); # p< 0,05 vs control.

El estudio de comparacion de medias (Fig. 16) corroboré estos resultados. Se observa
como la germinacion disminuye el efecto protector frente al dafio oxidativo en ambas
leguminosas, mientras que la coccion afecta de forma diferente. En el caso de las
lentejas las muestras procedentes de la coccion ejercen un mayor efecto protector que
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las procedentes de judias cocidas. Las diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones, procesados Yy tipo de leguminosa se muestran en la Tabla 13.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

A
120 - =
100 — I | I ! _
80 E— % % % % % % % % % % % % % _E
¥ L % % % % ]
5 60 -
O C ]
40 3
20 — % } _
of j
1 2 3 45 6 7 8 910111213141516 1718 19 2021 22 23
Col_5
B 140,00 - O Control
W 0,25mg/ml
120,00 - m0,5mg/ml
O 1mg/mi
100,00 B TX (Fenton)
H Triton
T 20,00
il
E
> 60,00

40,00
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Figura 16. Porcentajes de viabilidad celular en un modelo de toxicidad celular inducido por el reactivo de
Fenton, de muestras de leguminosas (Phaseolus vulgaris L. y Lens culinaris Medik, crudas y
procesadas), a las concentraciones de 0,25; 0,5y 1 mg/ml. A) Medias aritméticas de cada una de las
muestras, asi como el intervalo de confianza de cada una de ellas segun el test de rango mdltiple de Fisher
(95%). Siendo Col. 6 la variable dependiente (1: medio 1%; 2: JC 0,25mg/ml; 3: JC 0,5mg/ml; 4: JC
Img/ml; 5: JB 0,25mg/ml; 6:JB 0,5mg/ml; 7:JB 1mg/ml; 8: JG 0,25mg/ml; 9: JG 0,5mg/ml; 10: JG
Img/ml; 11: LC 0,25mg/ml; 12: LC 0,5mg/ml; 13: LC 1mg/ml; 14: LB 0,25mg/ml; 15: LB 0,5mg/ml; 16
‘LB 1 mg/ml; 17: LG 0,25mg/ml; 18 : LG 0,5 mg/ml; 19: LG 1 mg/ml; 20: Fenton 1; 21: Fenton 2; 22:
tritén 1; 23: triton 2. Y Col. 5, la variable independiente: 1-23. B) Viabilidad celular (%) respecto al
control (células sin tratar) de cada una de las muestras a las concentraciones estudiadas. Los resultados se
expresan como media + SD de tres experimentos independientes (n=12). * p< 0,05 vs Fenton (T X).

116



Resultados

Tabla 13. % de viabilidad celular frente al dafio oxidativo inducido por el reactivo de Fenton previo
tratamiento con diferentes concentraciones (mg/ml £ SD) de extractos de judias (Phaseolus vulgaris L.) y
lentejas (Lens culinaris Medik.), crudas y procesadas (n=12). p< 0,05: a, entre concentraciones; b, crudas
vs procesadas; c, judias vs lentejas.

mg/ml JC JB JG LC LB LG
0,25 85,41456° | 69,83+7,7° | 7594+9,30" | 8503+8,24" | 6536+107,14*"° | 83,54+ 10,1*"
0,5 84,24+ 47 | 87,06+9,6° | 74,24+930° | 87,22+43 | 102,78+ 95%C 79,14+ 5,30
1 82,75+ 4,8 | 86,00 6,72°¢ | 74,58+10,80°° | 85,02+ 6,85° | 107,1445,6%>° 80,73+ 7,120¢

1.6. EVALUACION DE LOS EFECTOS DE EXTRACTOS DE SEMILLAS DE
LEGUMINOSAS CRUDAS Y PROCESADAS EN LA GENERACION
INTRACELULAR DE ROS

Ademas de evaluar el efecto de las muestras de leguminosas y la influencia del
procesado sobre la viabilidad celular de astrocitos en cultivo, la determinacion de su
capacidad para limitar la generacion de radicales libres puede contribuir al
conocimiento de su capacidad neuroprotectora. Para ello, las células se tratan con el
reactivo de Fenton, midiendo la cinética de generacion durante dos horas (Fig. 17 Ay
B).

Como se puede apreciar en la figura 17, en todos los casos, se observd que el
tratamiento con los extractos de judias y lentejas crudas y procesadas, minimizo
significativamente la produccion de ROS generada por el reactivo de Fenton en
astrocitos cultivados.

En cuanto a las diferencias entre procesados, no se observaron diferencias significativas
entre las muestras de judias crudas y cocidas pero si un menor efecto en el caso de las
correspondientes a judias germinadas. En el caso de las muestras de lentejas, se aprecio
un efecto concentracién dependiente y, como en el caso anterior, las muestras de
semillas germinadas ofrecieron un efecto significativamente superior en la produccion
de ROS, que las muestras crudas y cocidas.
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Figura 17. Cinética de liberacion de radicales libres en un modelo de toxicidad celular inducida por el
reactivo de Fenton (0,5 mM SO,4Fe/ImM H,0,) con muestras de semillas de: A) Phaseolus vulgaris L y
B) Lens culinaris Medik. Se representa el porcentaje de produccion de radicales libres vs tiempo (min)
respecto al grupo de células control (células sin tratar). Los resultados se expresan como media + SD de
tres experimentos independientes (n=9). *p<0,05 vs reactivo de Fenton (TX).
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2. ANTOCIANIDINAS

2.1. EVALUACION DEL EFECTO INDUCIDO POR LAS ANTOCIANIDINAS
SOBRE LA MORFOLOGIA DE ASTROCITOS

En condiciones normales, los astrocitos cultivados constan de un cuerpo celular que
contiene un ndcleo més o menos grande, situado en el cuerpo central de la célula y de
unas prolongaciones citoplasmaticas diversamente ramificadas (Fig. 18; Fig. 19 A).

Figura 18. Imagen de un astrocito (U373),
tomada con cdmara acoplada a un
microscopio de contraste de fases (10x +
12x). La flecha roja indica la presencia de
granulos de glucdégeno (A. L6pez Cid).

El tratamiento con un anélogo de la vitamina E (trolox, 0,5 mM), utilizado como control
positivo (Fig. 19), o con diferentes concentraciones de antocianos (Fig. 20), no parece
inducir afectacion morfoldgica en esta linea celular.

Control : Trolox

Figura 19. Astrocitos en cultivo: A, en medio DMEM-m (control); y B tras el tratamiento con trolox 0,5
mM.
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Figura 20. Imagenes de astrocitos en cultivo (Linea U373 MG) en medio DMEM-m, tomadas con
camara acoplada a un microscopio de contraste de fases (10x + 12x), tras el tratamiento durante 24 h con
diferentes concentraciones de antocianidinas (A. Lopez Cid).

En un modelo de toxicidad inducido con reactivo de Fenton, se observa una afectacion
morfoldgica negativa, con peérdida significativa de las prolongaciones citoplasmaticas,
llegando a causar la destruccion de los mismos (Fig. 21).

Figura 21. Astrocitos tratados con reactivo
de Fenton (45 min). Flechas rojas indican
pérdida de prolongaciones citoplasmaticas.
Flecha negra indica destruccion del astrocito
(A. Lépez Cid).

Fenton

120



Resultados

Fenton Trolox

- Cianidina
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Figura 22. Imagenes de cultivos de astrocitos: A) en medio DMEM-m (sin tratamiento); B) tratados con
reactivo de Fenton en PBS (45 min); C) tratados con trolox (0,5 mM); D), E) y F) tratados previamente al
reactivo de Fenton con cianidina 5; 25 y 100 uM; G), H) e 1) tratados previamente con malvidina 5; 25 y
100 puM; J), K) y L) tratados previamente con pelargonidina 5; 25y 100 uM (A. L6pez Cid).

El tratamiento previo al reactivo de Fenton, durante 24 h, con diferentes
concentraciones de antocianidinas, previene el dafio morfolégico oxidativo no
observandose afectacion completa en su estructura morfol6gica, si bien, aunque se
mantienen sus prolongaciones citoplasmaticas, en algunos casos se aprecia un
incremento de las granulaciones intracelulares, como por ejemplo con cianidina 100 uM
(Fig. 22 F). En este caso, a medida que disminuye la concentracion de cianidina,
también disminuye su capacidad protectora, observandose como con 50 puM existe una
mayor destruccion de las prolongaciones citoplasmaticas, aunque se mantienen los
cuerpos celulares (Fig. 22 E). Con la concentracion menor (5 uM) se puede observar
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una destruccion de la mayoria de los astrocitos (Fig. 22 D), si bien el efecto no es
equivalente al tratamiento con el reactivo de Fenton (Fig. 22 B).

En el caso de malvidina, el tratamiento con la concentracion mas elevada (100 pM)
(Fig. 22 1), induce un efecto negativo en la morfologia celular, observandose pérdida de
prolongaciones citoplasmaticas y dafio en el cuerpo celular. Dosis inferiores (25 uM)
originan un dafio morfolégico mucho menor tanto en las prolongaciones citoplasmaticas
como en el cuerpo celular (Fig. 22 H), e incluso a la concentracion mas baja (5 uM)
(Fig. 22 G), la morfologia de los astrocitos se mantiene practicamente integra.

La antocianidina pelargonidina también ejerce un efecto protector de la morfologia
celular, dependiente de la concentracion, frente al dafio oxidativo inducido por el
reactivo de Fenton. Segun se puede observar en la Figura 22, la aplicacion de este
compuesto, a las concentraciones de 5 y 25 puM (Fig. 22 J y K respectivamente)
previene el dafio morfologico, consiguiendo mantener integras las prolongaciones
citoplasmaticas y no observandose ningan incremento en las granulaciones
intracitoplasmaticas. La concentracién mas elevada (100 uM) (Fig. 22 L) no consigue
revertir la pérdida de las prolongaciones citoplasmaticas, ni la acumulacion de
granulaciones, observandose la pérdida de algunos cuerpos celulares.

2.2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CAPTADORA DEL RADICAL DIFENIL-
PICRIL HIDRACILO (DPPH).

La medida de la actividad captadora del radical DPPH como aproximacién para
determinar la capacidad antioxidante de los compuestos antocianicos queda reflejada en
la Tabla 14 y Figura 23.

Tabla 14. Valores de Cls, de antocianidinas y trolox. Los resultados se expresan como la media + SD de
tres experimentos independientes (n= 9). Las letras indican diferencias significativas entre antocianidinas
y trolox: *p <0,05 vs antocianidinas; °p < 0,05 vs trolox.

Compuesto | Clsg (UM) £ SD
Cianidina 5,29 + 2,14%°

Malvidina 46,26 + 1,04 2°

Pelargonidina | 27,91 + 2,69%°

Trolox 3759+1
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Figura 23. Capacidad captadora del radical DPPH representada como porcentaje de inhibicion frente a
distintas concentraciones de antocianidinas. Los resultados se expresan como la media £ SD de tres
experimentos independientes (n= 9). ¢ Cianidina: y= 0,819x + 44,763 (r = 0,991); o Malvidina: y =
0,5866x + 22,86 (r = 0,9823); APelargonidina: y = 1,2027x + 26,57 (r = 0,9816); x Trolox y=
1,098x+13,621 (r = 0,978).

Se observaron diferencias significativas entre las antocianidinas, siendo cianidina la que
presenta mayor actividad captadora del radical DDPH, incluso significativamente mayor
que trolox. Le sigue en actividad pelargonidina, también significativamente superior a la
de trolox. Por ultimo, malvidina es la que posee menor actividad siendo en este caso
significativamente inferior a trolox.

2.3. DETERMINACION DEL EFECTO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR EN
PRESENCIA O AUSENCIA DE DANO OXIDATIVO

Para determinar el efecto de diferentes concentraciones de antocianidinas sobre la
viabilidad celular de astrocitos se procedio con la técnica del MTT.

Los resultados (Fig. 24) no mostraron diferencias significativas respecto al grupo
control (células sin tratar) excepto en el caso de la cianidina. Este compuesto ejerce un
efecto protector significativo sobre las células a la concentracion de 100 uM.
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Figura 24. Efecto de diferentes concentraciones (5; 10; 25; 50 y 100 uM) de antocianidinas (cianidina,
malvidina y pelargonidina) sobre la viabilidad celular (MTT). Los resultados se expresan como media +
SD de tres experimentos independientes (n=9), considerando 100 % de viabilidad al valor obtenido para
las células sin tratar. * p< 0,05 vs Control.

Cuando los astrocitos fueron sometidos a dafio oxidativo con el reactivo de Fenton, se
observo una disminucion significativa de la viabilidad celular respecto a las células sin
tratar (Fig. 25). El tratamiento previo durante 24 h con las antocianidinas, revirtid
parcialmente ese dafio. Cianidina, a todas las concentraciones ensayadas, redujo el dafio
celular, no observandose diferencias significativas respecto al control. La concentracion
mas eficaz para este compuesto fue la de 100 uM. Pelargonidina resulté menos eficaz,
no consiguiendo recuperar el nivel de viabilidad de las células sin tratar. En las células
tratadas con malvidina no se observaron diferencias significativas entre concentraciones
(5 y 50 uM, 25 y 100 uM), excepto en el caso de 10 uM, que resultd significativamente
mas eficaz que las dos superiores (50 y 100 uM).

De los tres compuestos estudiados, malvidina, a las concentraciones de 10 y 25 uM no
solo consiguid prevenir la viabilidad celular frente al dafio oxidativo sino que incluso
aumento significativamente la viabilidad de las células en comparacion con el control y
con el resto de tratamientos.

La cianidina 100 uM protege significativamente mas que las demas concentraciones de

cianidina ensayadas. No se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones de pelargonidina.
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Figura 25. Efecto de diferentes concentraciones (5; 10; 25; 50 y 100 uM) de antocianidinas (cianidina,
malvidina y pelargonidina) sobre la viabilidad celular (MTT) frente al dafio oxidativo inducido por el
reactivo de Fenton. Los resultados se expresan como media de los porcentajes = SD de tres experimentos
independientes (n= 9), considerando como 100% de viabilidad la obtenida en el caso de las células sin
tratar (Control). * p< 0,05 vs Fenton (TX); # p< 0,05 vs Control.
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Figura 26. Comparacién de medias aritméticas e intervalos de confianza (test de rango multiple de Fisher
95%) de viabilidad celular en un modelo de toxicidad inducido por el reactivo de Fenton (TX), previa
incubacidn de las células durante 24 h con diferentes concentraciones (5-100 uM) de cianidina, malvidina
y pelargonidina. Col. 2 la variable dependiente; Col. 1 (1: control; cianidina 100 uM (2); 50 uM (3); 25
UM (4); 10 uM (5); 5 uM (6); malvidina 100 uM (7); 50 uM (8); 25 uM (9); 10 uM (10) y 5 uM (11);
pelargonidina 100 uM (12); 50 pM (13); 25 pM (14); 10 uM (15) y 5 uM (16); 17: triton; 18: Fenton.
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2.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE ASTROCITOS CON ANTOCIANIDINAS
SOBRE LA GENERACION INTRACELULAR DE ROS

Tal como se puede apreciar en la Figura 27, el reactivo de Fenton induce la generacion
de ROS en astrocitos. El tratamiento previo durante 24 h con diferentes concentraciones
(5; 25 y 100 uM) de cianidina, malvidina y pelargonidina, reduce significativamente la
cinética de liberacion de ROS provocada por el reactivo oxidante. Este efecto inhibidor
parece ser concentracion dependiente, pues las concentraciones mas bajas (5 uM) de
cada uno de los tres compuestos ensayados producen un efecto menor que las
concentraciones mas elevadas. De las tres antocianidinas, cianidina 100 pM resulto ser
significativamente la mas eficaz, no apreciandose diferencias significativas a las
concentraciones de 25 y 100 uM para los otros dos compuestos estudiados.

Cianidina Malvidina Pelargonidina TX (Fenton)
5 —a 5 —h— 5 —@—
+
25 —@— |25 —A— 25 —9—
100 O 100 A 100 O

M

450,00
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300,00 -

250,00 -

% RL

200,00 -

150,00 -
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Tiempo (min)

Figura 27. Cinética de liberacion de ROS (120 min) en un modelo de toxicidad celular inducida por el
reactivo de Fenton (0,5 mM SO,Fe/ImM H,0,). Los resultados se expresan como media de los
porcentajes de liberacion de ROS frente al tiempo (min) respecto a la liberacién del grupo control (células
sin tratar) £ SD de tres experimentos independientes(n= 9). *p<0,05 vs reactivo de Fenton (TX).
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2.5. EFECTO DE LAS ANTOCIANIDINAS SOBRE LOS MARCADORES DE
CITOTOXICIDAD CELULAR

Como marcador de citotoxicidad se ha utilizado en primer lugar la determinacion de la
actividad enzimatica LDH, ya que los productos oxidantes podrian alterar la membrana
celular y por tanto, tras la lisis de la misma, liberar al medio extracelular su contenido
enzimatico.

Por otra parte, cuando se produce una alteracion de la membrana celular por oxidacion
inducida por ROS, los lipidos de ésta se oxidan dando lugar a lipoperdxidos, los cuales
generan reacciones en cadena que dan lugar a la destruccién de la membrana. Estos se
pueden detectar mediante el ensayo de TBARS (ensayo que detecta no solo el MDA
formado en la peroxidacién, sino también otros productos de la misma: aquellos que son
capaces de reaccionar con el TBA) y mediante la evaluacion directa de las
concentraciones del propio MDA liberado al medio de cultivo como producto final
mayoritario originado en la reaccion de peroxidacion lipidica.

2.5.1. Actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

Se realizaron dos ensayos, en el primero de ellos se analiz6 si las antocianidinas en
estudio eran capaces de inducir por si mismas la liberacion de LDH al medio de cultivo
(Fig. 28 A) y en el segundo, se valor0 si estos compuestos eran capaces de reducir e
incluso evitar la liberacién al medio de LDH en presencia de un toxico oxidante (Fig. 28
B). Los resultados se compararon con trolox como control positivo.

A la vista de los resultados se puede afirmar que todos los compuestos, por si mismos,
liberan LDH al medio de cultivo (Fig. 28 A). No obstante, esta liberacion fue
significativamente inferior a la inducida por el reactivo de Fenton. Respecto a la
liberacion observada en el control, Unicamente se observaron diferencias
significativamente superiores para las concentraciones mas elevadas (100 pM) de
cianidina y pelargonidina y para malvidina 5 pM. En el caso de la concentracion 25
UM de cianidina la liberacion fue significativamente inferior.

En el modelo de toxicidad celular oxidativa inducida por el reactivo de Fenton, todos
los compuestos fueron capaces de disminuir significativamente la liberacion de LDH al
medio producida por la accién del toxico (Fig. 28 B). Las concentraciones mas eficaces
como protectoras de la lisis celular, significativamente menor a la observada en las
células sin tratar e incluso con trolox, fueron malvidina 25 y 100 uM vy pelargonidina 5
y 25 pM. En ambos casos el efecto fue concentracion dependiente, no obstante, en el
segundo caso, fue inversamente proporcional, siendo mas eficaz la concentracion
inferior (5 uM).
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Figura 28. Efecto de diferentes concentraciones (5; 25 y 100 uM) de antocianidinas (cianidina, malvidina
y pelargonidina) y trolox (0,5mM) sobre la liberacion de LDH en ausencia (A) o presencia (B) de un
toxico oxidante (Fenton). Los resultados se expresan como media de los porcentajes + SD de tres
experimentos independientes (n=12). *p<0,05 vs reactivo de Fenton (TX); #p<0,05 vs células sin tratar
(C); ®p<0,05 vs Trolox.
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2.5.2. Determinacion de los efectos sobre la peroxidacion lipidica (TBARS)

En primer lugar se determind si las antocianidinas en estudio y el compuesto de
referencia trolox, eran capaces de generar productos de peroxidacion (TBARS) per se
en los cultivos de astrocitos (Fig. 29 A). En un ensayo posterior (Fig. 29 B) se valord si
el tratamiento previo, durante 24 h con estos compuestos, conseguia revertir el dafio
sobre la peroxidacion lipidica inducido por el reactivo de Fenton.
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Figura 29. Efecto de diferentes concentraciones (5; 25 y 100 uM) de antocianidinas (cianidina, malvidina
y pelargonidina) y trolox (0,5mM) sobre la produccién de hidroperédxidos lipidicos (pmoles TBARS/mg
de proteina) en ausencia (A) o presencia (B) de Fenton (TX). Los resultados se expresan como media de
las concentraciones + SD de tres experimentos independientes (n=12). *p<0,05 vs reactivo de Fenton
(TX); #p<0,05 vs células sin tratar (C); 1 p<0,05 vs Trolox.

129



Resultados

Tanto el reactivo de Fenton (45 min), como algunas concentraciones de antocianidinas
(cianidina 5 uM y malvidina 25 pM) y trolox (24 h de tratamiento) incrementaron
significativamente la liberacion de productos TBARS en células en cultivo respecto al
grupo de células sin tratar (Fig. 29 A).

En presencia del téxico oxidante (45 min), el tratamiento previo (24 h) con
antocianidinas y trolox, previno parcialmente la generacion de hidroperoxidos lipidicos
(Fig. 29 B), no observandose diferencias significativas respecto a las células sin tratar
con el tdxico oxidante. El efecto podria ser concentracion dependiente en el caso de la
malvidina, pues se observaron diferencias significativas entre las concentraciones 5y 25
UM y la de 100 uM. Trolox no presentd diferencias significativas con el control ni con
las células tratadas con cianidina, sin embargo, los resultados indican que tanto las
células tratadas con pelargonidina como con malvidina 100 uM podrian reducir la
peroxidacion lipidica en mayor grado que trolox.

2.5.3. Determinacion cromatografica (HPLC) de las concentraciones de MDA
inducidas por el tratamiento con antocianidinas

El MDA es el producto generado mayoritariamente durante el proceso de peroxidacion
lipidica, por tanto, los resultados obtenidos en este experimento fueron
complementarios a los conseguidos en el ensayo de TBARS, descrito en el apartado
anterior.

En la Figura 30 se representa la recta de calibrado de MDA (A), asi como los
cromatogramas (B) de alguna de las concentraciones de la curva.

El tratamiento con el reactivo de Fenton indujo un incremento muy importante en la
liberacion de MDA. No se observaron diferencias significativas respecto a la liberacién
basal de las células sin tratar, en el caso de los tratamientos con antocianidinas y trolox
(Fig. 31 A), excepto en el caso de la concentracion mas elevada de malvidina (100 puM).

La evaluacion de la prevencion de la liberacion de MDA inducido por el reactivo
oxidante, mediante el tratamiento con antocianidinas o trolox durante 24 h, mostré que
aunque en todos los casos se produjo una disminucion estadisticamente significativa,
tanto trolox como pelargonidina a todas las concentraciones ensayadas y cianidina 5 y
25 pM, no consiguieron revertir totalmente la liberacion de MDA, observandose
diferencias significativas respecto a las células sin tratar (Fig. 31 B).
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Figura 30. A) Recta de calibracion del malondialdehido (MDA). La ecuacion de la recta de regresion se
utiliz6 para determinar las concentraciones de MDA en los cultivos de astrocitos tratados con las
diferentes antocianidinas y con el reactivo de Fenton. B) Cromatograma correspondiente a la
concentracion de 300 pM de MDA.

En la Figura 31 se presentan las concentraciones de MDA liberadas al medio de cultivo
por las células sin tratar (liberacion basal), por el reactivo de Fenton y el inducido por
las antocianidinas o por el compuesto positivo utilizado como referencia, trolox, en
ausencia (Fig. 31 A) o presencia (Fig. 31 B) del toxico oxidante.
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Figura 31. Concentraciones de MDA (nmoles/mg de proteina) liberados a los medios de cultivo de
astrocitos en condiciones basales (C), tras tratamiento con el reactivo de Fenton (Tx) o inducidos por
tratamiento con antocianidinas (cianidina, malvidina y pelargonidina) o trolox en ausencia (A) o
presencia (B) del tdxico oxidante. Los resultados se expresan como media = SD de tres experimentos
independientes (n=12). *p<0,05 vs reactivo de Fenton (TX) y #p<0,05 vs células sin tratar (C); & p<0,05
vs Trolox.

A continuacién, en la Figura 32 se muestran los cromatogramas de cuantificacion de
MDA para células tratadas con cianidina en presencia del toxico oxidante. Se observa
un valor mayor de MDA con la menor concentracion de cianidina.
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Figura 32. Cromatogramas correspondientes a la cianidina (A, 5 uM; B, 25 uM; C, 100 uM) en presencia
del reactivo de Fenton (TX).

2.6. EVALUACION DE LOS EFECTOS DE ANTOCIANIDINAS SOBRE LOS
SISTEMAS ENZIMATICOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

En todos los ensayos se procedid a evaluar el efecto directo de los compuestos sobre las
actividades enzimaticas y a continuacién, su eficacia para disminuir el efecto negativo
provocado en dichas defensas antioxidantes por condiciones de dafio oxidativo.

2.6.1. Actividad catalasa (CAT)

Las antocianidinas a las concentraciones estudiadas disminuyen la actividad CAT
significativamente en comparacion con las células sin tratar (control) (Fig. 33 A) asi
como el trolox. Las células tratadas con cianidina a todas las concentraciones en
estudio, asi como pelargonidina 5 y 25 uM presentaron una actividad significativamente
inferior a la del toxico y el trolox, en cambio las tratadas con malvidina y pelargonidina
100 uM no presentaron diferencias con el téxico.

En la figura 33 B se observa la actividad enzimatica en presencia del reactivo de Fenton.
Cuando los astrocitos fueron sometidos a dafio oxidativo, ninguna de las
concentraciones de los compuestos en estudio, asi como el control positivo (trolox)
consiguieron revertir la actividad enzimatica. No se observaron diferencias
significativas respecto a las células tratadas unicamente con el reactivo de Fenton,
siendo la actividad CAT muy inferior a la obtenida para las células control.
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Figura 33. Efectos sobre la actividad catalasa (Ul/mg de proteina) en condiciones basales (C), tras
tratamiento con el reactivo de Fenton (Tx), trolox (0,5 mM) y diferentes concentraciones de
antocianidinas (5; 25 y 100 uM) en ausencia (A) o presencia (B) del téxico oxidante. Los resultados se
expresan como media £ ES de tres experimentos independientes (n=12). *p<0,05 vs reactivo de Fenton
(TX) y #p<0,05 vs células sin tratar (C); ® p<0,05 vs Trolox

2.6.2. Actividad superoxido dismutasa (SOD)

Como en el caso anterior, todas las antocianidinas, a las concentraciones estudiadas,
disminuyeron la actividad SOD con respecto a las células sin tratar (Fig. 34 A). En el
caso de cianidina, se observo que la actividad enzimatica decrecia con la concentracion.
En comparacion con el control positivo, todas las muestras mostraron una actividad
significativamente inferior.
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El tratamiento previo (24 h) de los astrocitos con las antocianidinas, antes de ser
sometidos a dafio oxidativo, indujo un incremento significativo en la actividad SOD
respecto al grupo tratado solo con el toxico, en todos los casos (Fig. 34 B). No se
observaron diferencias significativas respecto a las células sin tratar, excepto en el caso
de la concentracion mas baja de cianidina (5 uM) y las concentraciones de 25 y 100 uM
de malvidina y pelargonidina. Tampoco se observaron diferencias significativas entre
las diferentes concentraciones de antocianidinas, ni con las células tratadas con trolox.
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Figura 34. Efecto de las antocianidinas (5; 25 y 100 uM) y trolox (0,5 mM), sobre la actividad
enzimatica SOD (Ul/mg de proteina) en ausencia (A) o presencia (B) de dafio oxidativo. Los resultados se
expresan como media + ES de tres experimentos independientes (n=12). *p<0,05 vs Fenton (TX); #
p<0,05 vs células sin tratar (C); x p<0,05 vs Trolox.
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2.6.3 Actividad glutation reductasa (GR)

El tratamiento con las antocianidinas a todas las concentraciones y con trolox (0,5mM),
no mostro diferencias significativas en la actividad GR respecto al grupo de células sin
tratar, salvo pelargonidina a la menor concentracion ensayada (5 uM) (Fig. 35 A).
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Figura 35. Efecto de las antocianidinas (5; 25 y 100 uM) y trolox (0,5 mM) sobre la actividad enzimatica
GR (mili Ul/mg de proteina) en ausencia (A) o presencia (B) de dafio oxidativo. Los resultados se
expresan como media = ES de tres experimentos independientes (n=12). *p<0,05 vs Fenton (TX); #
p<0,05 vs células sin tratar (C); ® p<0,05 vs trolox.

Por el contrario, en el modelo de dafio oxidativo (Fig. 35 B), el tratamiento previo con
antocianidinas (24 h) indujo un incremento significativo en esta actividad enzimatica, en
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comparacion a lo ocurrido en las células tratadas exclusivamente con el toxico oxidante.
Aunque el tratamiento con el control positivo (trolox) indujera un aumento de la
actividad enzimatica significativamente superior al del toxico oxidante, este aumento no
consiguid alcanzar los niveles de actividad GR de las células sin tratar.

En este modelo, se observaron diferencias significativas entre los diferentes tipos de
antocianidinas y sus correspondientes concentraciones, aungue no siguié un patrén
concentracion dependiente (Fig. 35 B). No hubo diferencias significativas entre las
concentraciones de pelargonidina. Tanto cianidina (5 pM) como malvidina (5 y 25 uM)
indujeron un incremento de la actividad enzimatica GR significativamente superior al
observado con las células tratadas a las diferentes concentraciones de pelargonidina.

2.6.4. Actividad glutation peroxidasa (GPx)

El efecto de los antocianos sobre la actividad enzimatica GPx se muestra en la Figura
36.

En ausencia de dafio oxidativo (Fig. 36 A), cianidina a la concentracion mas elevada
(100 uM), indujo un incremento significativo de esta actividad enzimatica, respecto a
las células sin tratar. El resto, excepto pelargonidina 100 uM vy trolox (0,5mM),
mostraron valores de actividad GPx significativamente inferiores a las observadas en las
células control y, por el contrario, una actividad parecida a las células tratadas con el
toxico oxidante.

En el modelo de dafio oxidativo, nicamente cianidina y malvidina a la concentracion
de 100 pM, indujeron un incremento en la actividad enzimatica, superior al observado
en el grupo de células tratadas solo con el reactivo de Fenton (Fig. 36 B). Los
compuestos presentaron una actividad enzimatica significativamente inferior a la de las
células sin tratar.
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Figura 36. Efecto de las antocianidinas (5; 25 y 100 uM) y trolox (0,5 mM) sobre la actividad enzimatica
GPx (UM de NADPH/mg de proteina) en ausencia (A) o presencia (B) de dafio oxidativo. Los resultados
se expresan como media = ES de tres experimentos independientes (n=12). *p<0,05 vs Fenton (TX); #
p<0,05 vs células sin tratar (C); x p<0,05 vs trolox.

2.6.5. Actividad NADPH quinona reductasa (NQO1)

En general, los antocianos a las concentraciones ensayadas, no presentan por si
mismos capacidad inductora de la actividad de este enzima NQO1, flavoproteina que
cataliza la reduccién de quinonas a hidroquinonas en presencia de NADH o NADPH,
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ejerciendo un importante papel como destoxificador de compuestos reactivos
(semiquinonas) originados en el organismo (Siegel y col., 2012) (Fig. 37 A). Cianidina
a las concentraciones de 5 y 100 pM induce una actividad enzimatica
significativamente inferior a la observada en las células sin tratar (0,84 pmol/min/mg
proteina).
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Figura 37. Efecto de las antocianidinas (5; 25 y 100 pM) sobre la actividad enzimatica NQO1
(umol/min x mg proteina) en ausencia (A) o presencia (B) de dafio oxidativo. Los resultados se expresan
como media + ES de tres experimentos independientes (n=12) . *p<0,05 vs Fenton (TX); # p<0,05 vs
células sin tratar (C) ; # p<0,05 vs trolox.
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Por el contrario, a la concentracion de 25 pM la actividad enzimética (0,71
pmol/min/mg proteina) fue similar a la de las células sin tratar. En el caso de la
malvidina, no se mostraron diferencias entre concentraciones y su actividad fue
significativamente inferior a la de las células control. En cuanto a pelargonidina, existen
diferencias significativas con las células sin tratar, a todas las concentraciones
ensayadas.

La aplicacion del dafio oxidativo mediante el reactivo de Fenton, provocé una
disminucion significativa de la actividad de este enzima (Fig. 37 B). El tratamiento
previo con antocianidinas (24 h), consiguio revertir parcialmente esa disminucion de la
actividad en el caso de malvidina y pelargonidina, mostrando en todas las
concentraciones ensayadas valores de actividad significativamente superiores al
obtenido para las células tratadas exclusivamente con el reactivo de Fenton.

2.7. DETERMINACION DE GLUTATION. INDICE REDOX (IR)

En la Figura 38 se muestran los niveles de GSH y GSSG por mg de proteina, asi como
el indice redox (GSG/GSSG) de las células sin tratar (C), tratadas con reactivo de
Fenton, trolox (0,5 mM) vy tras el tratamiento previo con antocianidinas en ausencia
(Fig. 38, A, Cy E) o presencia de dafio oxidativo (Fig. 38 B, D y F).

Las células sin tratar (Fig. 38 A) mostraron niveles de GSH de 678,47 + 8,3 nmoles/mg
prot. El tratamiento con cianidina 100 uM fue el Unico que indujo una disminucion
significativa de este antioxidante. Por el contrario, cianidina 5 uM, malvidina 5y 100
MM y pelargonidina, a todas las concentraciones ensayadas, mantuvieron niveles
significativamente superiores a las células sin tratar (excepto malvidina 25 uM). No se
observaron diferencias significativas con las células tratadas con trolox.

En el caso del GSSG (Fig. 38 C), las células sin tratar presentaron un nivel de 83,07 +
3,18 nmoles/mg prot., observidndose niveles similares tras el tratamiento con las
antocianidinas, excepto para cianidina 100 uM y malvidina 5 y 25 UM que presentaron
concentraciones significativamente inferiores. El ratio GSH/GSSG (Fig. 38 E) fue
similar tras el tratamiento con las antocianidinas en comparacion con el grupo de células
tratadas exclusivamente con el medio de cultivo (Control), sin embargo el ratio fue
significativamente superior en el caso del trolox.

La aplicacion del dafio oxidativo indujo una disminucién significativa de los niveles de
GSH (416,23 = 3,59 nmoles/mg prot.) en los astrocitos (Fig. 38 B). El tratamiento
previo, durante 24 h, con las diferentes concentraciones de antocianidinas no pudo
prevenir la disminucion de este antioxidante inducida por el toxico oxidante, excepto en
el caso del tratamiento con malvidina 5 uM y trolox (Fig. 38 B).
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Figura 38.- Efecto de las antocianidinas (5; 25 y 100 uM), aplicadas durante 24 h, sobre la actividad de
GSH, GSSG (nmoles/mg prot.), y ratio (GSH/GSSG) (indice redox) en ausencia (A, C y E) o presencia
(B, D y F) de toxico. Los resultados se representan como media £ ES (n =12) de tres experimentos
independientes (n=12). *p< 0,05 vs Fenton (TX); #p< 0,05 vs células sin tratar (C); & p<0,05 vs trolox.

En el caso del GSSG, el tratamiento con el reactivo de Fenton increment6 su produccion
significativamente (163,75 * 7,96 nmoles/mg prot.), respecto a lo ocurrido con las
células sin tratar (67,48 + 4,09 nmoles/mg prot.) (Fig. 38 D). El tratamiento previo con
antocianidinas origind igualmente una disminucién en su produccion, en niveles
similares a las células sin tratar excepto en el caso de malvidina 25 puM vy pelargonidina
5 y 100 pM, concentraciones para las que no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas respecto al grupo de células tratadas solo con el reactivo
de Fenton.

El ratio GSH/GSSG (Fig. 38 F) fue significativamente mayor en las células sin tratar
que en el grupo de células tratadas solo con Fenton: 590 =+ 0,49 y 1,85 + 0,03
nmoles/mg prot., respectivamente. El tratamiento previo con cianidina 100 pM,
malvidina 5 uM y pelargonidina 25 pM presentd un indice redox superior al toxico.
Para el resto de concentraciones de las diferentes antocianidinas no se observaron
diferencias significativas respecto a las células tratadas con el toxico. El control positivo
trolox si presentd un indice redox significativamente superior al de las células tratadas
Unicamente con reactivo de Fenton.

2.8. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE CASPASAS 3,8y 9

Los resultados obtenidos en los tratamientos de los astrocitos con las antocianidinas
sobre la actividad de los diferentes tipos de caspasas, se presentan en la Figura 39. En
39 A, se puede observar que no existen diferencias significativas entre las actividades
caspasa 3 y caspasa 8 correspondientes a cada uno de los compuestos y las obtenidas
para las células sin tratar. Por el contrario, se observa un incremento estadisticamente
significativo en cuanto a la actividad caspasa 9 cuando las células se trataron con
cianidina 25 pM y malvidina 5; 25 y 100 puM. En la tabla 15, se muestran los valores
obtenidos en UAF/h/mg prot.

Cuando las celulas se sometieron a dafio oxidativo inducido por H,O, (500 uM), el
tratamiento previo con las antocianidinas (24 h), redujo significativamente la actividad
caspasa 3 respecto a lo ocurrido en las células tratadas exclusivamente con el téxico
(Fig. 39 B). No obstante, en ningun caso se consiguieron reducir las actividades a
niveles similares a los obtenidos para las células sin tratar. En la tabla 16 se muestran
los valores obtenidos.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad caspasa 8, en el modelo de
dafo oxidativo, fueron similares a los obtenidos para caspasa 3 (Fig. 39 B). Aunque
como se puede observar, el tratamiento previo con antocianidinas consigue reducir la
actividad caspasa 8 respecto a lo ocurrido en las células tratadas solamente con el
toxico, en ningun caso se consiguié revertir los valores de actividad a los niveles basales
de las células sin tratar. Las antocianidinas Malvidina 5y 100 uM, y pelargonidina a las
tres concentraciones ensayadas, no mostraron diferencias significativas respecto a las
células tratadas con el control positivo trolox. En la tabla 16 se muestran los valores
obtenidos en UAF/h/mg prot.

En el modelo de dafio oxidativo inducido en astrocitos, la actividad caspasa 9 es
practicamente nula en todos los casos (células tratadas con el tdxico, trolox y
antocianidinas), excepto con cianidina 5uM y malvidina 25 y 100 uM, que presentaron
una actividad significativamente superior a la del tdxico pero inferior a la de caspasa 9
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basal (células sin tratar) (Fig. 39 B). En cuanto a las diferencias estadisticas entre
antocianidinas, en la tabla 16 se puede observar la ausencia de diferencias entre
concentraciones de cada antocianidina y con el trolox, no obstante, se encontraron
diferencias en la actividad caspasa 8, entre malvidina y pelargonidina 100 puM.

B Caspasa 3
A 1200,00 - A Caspasa 8
[ Caspasa 9

1000,00 -
800,00 -
600,00 -

400,00 -

Actividad caspasa (% vs control)

200,00 -

0,00 | AL
C €5 €25 Cl100 M5 M25 MI100 P5 P25 P100 Trolox

1200,00 -

X
1000,00 - n#
800,00 -
600,00 -

400,00 -

Actividad caspasa (% vs control)

200,00

0,00 | : : : : R
C H0, C5 (25 Cl00 M5 M25 M100 P5 P25 P100 Trolox

-200,00 -

Figura 39. Efecto (% respecto a su control) de diferentes concentraciones (5; 25 y 100 uM) de
antocianidinas (cianidina, malvidina y pelargonidina) y trolox en ausencia (A) o presencia (B) de dafio
oxidativo inducido por H,O, (500 uM), sobre las actividades caspasa 3, 8 y 9 en astrocitos. C: células sin
tratar; Tx: toxico. Los resultados se representan como porcentajes de las medias + SD de tres
experimentos independientes respecto a las células sin tratar, cuyo valor es considerado 100% de la
actividad (n=12). #p< 0,05 vs células sin tratar (C); *p< 0,05 vs toxico (Tx); ® p<0,05 vs trolox.
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Tabla 15. Valores de caspasa 3, 8 y 9 en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por hora (h) y por
miligramo de proteina (mg prot) de las células sin tratar y tratadas con distintas concentraciones de
antocianidinas y trolox (0,5mM). Los resultados se expresan como media = SD de tres experimentos
independientes (n=12). ®p< 0,05 vs control; "p< 0,05 trolox.

Tratamiento | uM | Actividad caspasa (UAF/h/mg de prot) +
SD
Control 564,88 + 14,11
5 521,14 + 54,63
Cianidina 25 725,96 + 58,02
™ 100 687,92 + 20,08
(<,E) 5 368,22 + 47,73
g Malvidina 25 689,74 + 77,76
cg 100 656,63 + 47,58
@) 5 743,4 + 54,06
Pelargonidina | 25 681,9 + 33,66
100 818,32 + 56,36
Trolox 500 459,12 + 28,61
Control 95,67 £ 0,29
5 107,82 + 0,58
Cianidina 25 88,73 + 0,58
o 100 97,23+ 1,54
< 5 83,565+ 4,24
< | Malvidina | 25 72,12 +7,95
% 100 96,19 + 7,91
) 5 67,61 + 3,742
Pelargonidina | 29 62,56 + 6,18
100 96,52 + 0,67
Trolox 500 107,59 + 6,27
Control 20,16 + 0,62
5 22,65+ 0,68
Cianidina 25 2;)69391 O(,)3a*b
1 i 14
o 100
< 5 36,1 +0,61%"
< | Malvidina | 25 35,58 + 1,04:‘;
) 30,34 + 0,39
2 100
o 5 17,03+ 0,27
Pelargonidina | 25 23,42+ 0,69
100 20,56 + 0,91
Trolox 500 18,15+ 0,54

Tabla 16. Valores de caspasa 3, 8 y 9 en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por hora (h) y por
miligramo de proteina (mg prot) de las células sin tratar y tratadas con distintas concentraciones de
antocianidinas y trolox (0,5 mM) en presencia de un téxico oxidante (H,O, 0,5 mM). Los resultados se
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expresan como media + SD de tres experimentos independientes (n=12). ®p< 0,05 vs control; "p< 0,05vs

trolox .

Tratamiento | uM | Actividad caspasa (UAF/h/mg de prot) + SD
Control 59,41 + 0,84
5 356,15 + 0,93*°
Cianidina 25 370,01 + 14,58*°
o 100 321,59 + 2,28
< 5 311,4 + 29,79*°
& | Malvidina | 25 374,01 + 21,76
e 100 359,84 + 36,44
g 5 328,78 + 27,16°
Pelargonidina | 25 260,8 + 9,88%"
100 352,04 + 16,14%°
Trolox 500 239,6 + 7,57°
H,0, 500 593,56 + 12,17%°
Control 68,71+ 11,32
5 260,69 + 17,83°
Cianidina | 25 310,32 + 25,37°
o 100 292,43 + 15,67°
< 5 183,56 + 24,417
£ | Malvidina | 25 291,1 + 20,34°
o 100 237,37 + 20,91°
g 5 199,14 + 13,55°
Pelargonidina | 25 229,63 + 15,07°
100 195,13 + 15°
Trolox 500 236,9 + 14,67°
H,0, 500 593,56 + 24,34%°
Control 14,27 + 0,52
5 10,29 + 0,78%°
Cianidina 25 8,19 +0,122°
o 100 8,82 +0,11%°
< 5 9,65 + 0,75%"
& | Malvidina | 25 10,72+ 0,13*
a 100 11,89 +0,19°
g 5 7,56 + 0,83%P
Pelargonidina | 25 8,15+ 0,5%°
100 8,33 +0,31?°
Trolox 500 -7,25 +0,22%
H,0, 500 6,54 +0,23*°
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2.9. EFECTO DE LAS ANTOCIANIDINAS EN LA LIBERACION DE NITRITOS

Ninguna de las tres antocianidinas, a las concentraciones ensayadas induce un
incremento significativo de la liberacion de nitritos respecto a las células sin tratar (Fig.
40 A).

Tabla 17. Porcentajes de liberacion de nitritos en células sin tratar, o tratadas con diferentes
concentraciones de antocianidinas. El tratamiento con IFNy se considera 100% de liberacion. Los
resultados se expresan como media = SD de tres experimentos independientes (n=12). ®p< 0,05 vs control.

Tratamiento | UM | % Liberacion + SD

C (Control) 8,84 + 0,90
S 8,90 £ 3,05
Cianidina 25 8,26 + 1,24
100 8,03+£1,90
5 8,73+ 3,10
Malvidina 25 7,80 £2,30
100 9,89+ 3,40
S 5,88 + 3,46
Pelargonidina | 25 5,82 + 3,80
100 10,12 £ 3,06
Trolox 500 6,82 £ 3,09

IFNy 100,00 + 1,20°

Cuando los astrocitos son estimulados por IFNy se observa un incremento muy
importante en la liberacion de nitritos (Fig. 40 B). El tratamiento previo con las
antocianidinas redujo significativamente dicha liberacion (Tabla 17).
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Figura 40. Porcentajes (%) de liberacion de nitritos al medio de cultivo A) inducido por IFNy y
antocianidinas o trolox y B) inducido por IFNy previo tratamiento con antocianidinas o trolox. C: células
sin tratar. Los resultados se representan como media £ SD de tres experimentos independientes (n=12).
*p< 0,05 vs IFNy; #p< 0,05 vs C; 1 p<0,05 vs Trolox.

2.10. EVALUACION DE LOS EFECTOS DE ANTOCIANIDINAS SOBRE LA
VIABILIDAD CELULAR INDUCIDA POR MPTP

Tal como se muestra en la Figura 41, la viabilidad celular disminuyo significativamente
tras el tratamiento con MPTP (47,29 + 6,32 %), considerando un valor de viabilidad del
100% el de las células sin tratar. El tratamiento previo con antocianidinas, si bien
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previno esa reduccién, no consiguio revertir completamente el dafio inducido por esta
neurotoxina pro-oxidante.

En la Tabla 18 se puede observar que tanto las células tratadas con cianidina como con
malvidina presentan diferencias entre sus concentraciones. Por el contrario, en el
tratamiento con pelargonidina, no hubo diferencias entre concentraciones. En el caso de
la cianidina el porcentaje de viabilidad es dosis dependiente, mientras que curiosamente,
en el caso de la malvidina el efecto es el contrario, se lograron mejores efectos a menor
concentracion (5 uM).

Se encontraron diferencias entre compuestos en el caso del tratamiento con cianidina
100 uM vy las concentraciones mas elevadas de malvidina y pelargonidina.

El tratamiento con el andlogo de la vitamina E tampoco consiguio revertir el efecto
inducido por la toxina MPTP, pues aunque si mostrd una viabilidad significativamente
superior a la de las células tratadas unicamente con MPTP, dicha viabilidad fue
significativamente inferior a la de las células control.

120,00 -

|«
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80,00 - o
*

w3k
}_< *
b e
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60,00 -|
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Figura 41. Efecto de las antocianidinas sobre la viabilidad celular (%), en presencia de MPTP 1 mM. Los
resultados se representan como media + SD (n =12) de tres experimentos independientes. C: células sin
tratar (100% de viabilidad); MPTP: células tratadas exclusivamente con la neutotoxina. *p< 0,05 vs
MPTP; #p< 0,05 vs células sin tratar (C); ® p<0,05 vs trolox.
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Tabla 18. Porcentaje de viabilidad celular de células sin tratar (Control), y tratadas con diferentes
concentraciones de antocianidinas y con trolox (24 h) y posterior tratamiento con MPTP (1 mM). Los
resultados se expresan como media = SD de tres experimentos independientes (n=12). ®p< 0,05 entre
concentraciones; bp< 0,05 entre antocianidinas.

Tratamiento | UM | % Viabilidad + ES
C (Control) 100 + 0,00
5 58,95 + 5,552
Cianidina 25 58,36 + 1,422
100 70,89 + 3,512°
5 71,01+3,18%
Malvidina 25 68,27 £ 6,14 °
100 62,84 + 1,44 *P
5 66,64 + 3,08
Pelargonidina | 29 66,74 + 2,08
100 62,56 + 4,48*°
Trolox
500 72,14 +85
MPTP 1000 47,29 + 6,32
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Discusion

Durante las Gltimas décadas, el aumento en las enfermedades neurodegenerativas ha
puesto de manifiesto la necesidad de realizar estudios sobre sus causas y consecuencias,
con objeto de intentar hallar moléculas activas eficaces para su prevencion y
tratamiento.

Entre los objetivos prioritarios del grupo de investigacion del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid en
donde se enmarca este trabajo, figura la valoracion de componentes bioactivos de
leguminosas mediante la aplicacion de procesos tradicionales (coccion) y
biotecnoldgicos (germinacion), asi como la evaluacion de su actividad neuroprotectora.
Por ello, y a propuesta de colaboracion con el grupo de investigacion perteneciente al
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion, del Consejo Superior de
Investigaciones cientificas (CSIC), solicitamos y nos fue concedido un proyecto en el
cual se realizd un estudio del contenido en compuestos fendlicos, flavonoidicos y no
flavonoidicos de Lens culinaris Medik. cv. Rubia de la Armufia y Phaseolus vulgaris L.
cv. Tolosana (crudas y procesadas) asi como de su actividad neuroprotectora.

El estudio quimico de estas semillas de leguminosas crudas y procesadas, mostrd una
rica composicion en compuestos polifendlicos, ya indicada en diferentes trabajos de
investigacion cientifica realizados en los ultimos afios, observando como el procesado,
no solo puede afectar a la concentracidn de los mismos, sino que también puede originar
la biosintesis de nuevos componentes, a partir de los inicialmente presentes en las
semillas crudas.

Los resultados del andlisis de la composicion quimica de las semillas de judias de
Tolosa, indicaron la presencia de &cidos hidroxicindmicos (ac. feralico, p-cumarico y
sindpico) libres y esterificados, y abundantes &cidos aldaricos (&cidos galactérico,
altrarico o glucarico) y sus derivados, compuestos ya identificados en otras especies y
variedades de judias. Duefias y col. (2005), identificaron como compuestos mas
abundantes en Vigna sinensis L. (frijol caupi) los derivados aldaricos del acido ferulico
y Aguilera y col. (2011), en judias pintas (Phaseolus vulgaris L.), detectaron derivados
del acido ferulico y p-cumarico (44% respecto a fenoles totales). Nuestros resultados
también estan consonancia con los publicados por Lin y col. (2008), realizados en 24
variedades de Phaseolus vulgaris L.

En judias de Tolosa sin procesar, los componentes fendlicos mas abundantes, excluidos
los antocianos, resultaron ser dimeros y trimeros de procianidinas (100,01 pg/g), no
obstante también se encontraron en concentracion importante, derivados de flavonas
(apigenina) y flavonoles (quercetina y kaempferol), flavanonas (naringenina y
hesperetina) y algunos isoflavonoides (derivados de genisteina). Entre los antocianos,
los més abundantes fueron los derivados de cianidina y pelargonidina. Estos resultados
estan en concordancia con los publicados por Ranilla y col. (2007), que describieron
como componentes fendlicos mayoritarios en variedades de judias con testa negra y
rojiza, a antocianos y derivados de quercetina, mientras que los derivados del
kaempferol resultaban ser mas abundantes en las variedades rojizas.
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El estudio analitico de las semillas de lentejas sin procesar evidencid la presencia de
numerosos compuestos fendlicos, siendo los méas abundantes los derivados del
kaempferol. Estos resultados confirman los obtenidos por Zou y col. (2011), tras el
analisis de distintas fracciones de semillas (crudas, extraidas con una mezcla de
etanol/agua) de Lens culinaris Medik, var. Morton. Estos autores identificaron como
componentes mayoritarios los derivados del kaempferol y, como compuesto mas
abundante, un derivado tetraglucosilado. Ademéas se ha detectado la presencia de
heterésidos mono-, di- y triglicosilados del kaempferol y dos p-cumaroil derivados de
este flavonol, como ocurre en otras variedades de lentejas (Kite y col., 2009; 2011).
Igualmente se ha puesto de manifiesto la presencia de acido p-cumarico libre y sus
derivados, que también han sido identificados en otras semillas de testa oscura, como
ocurre en algunos tipos de soja (Glycine max (L.) Merr. cv. C-1) (Xu y Chang, 2008a).

La riqueza en componentes polifendlicos de las leguminosas sin procesar podria
justificar su eficacia en la prevencion de determinados procesos relacionados con la
oxidacion. No obstante, la presencia de compuestos dificilmente digeribles,
antinutricionales  (hemoaglutininas, inhibidores de tripsina) o su complicada
palatabilidad, hace necesario su procesado, lo que ademés supone un incremento en la
biodisponibilidad de los nutrientes (Xu y Chang, 2008b).

El analisis de las muestras procesadas tanto de judias de Tolosa como de lentejas del
cultivar Rubia de la Armufia, ha mostrado que la coccién (y liofilizacion), forma méas
comun de procesar las leguminosas a lo largo de la historia de la humanidad, disminuye
significativamente el contenido total en polifenoles (Turkmen y col., 2005; Siddhuraju,
2006). Estos resultados son similares a los obtenidos en dos variedades de Phaseolus
vulgaris L. (var. Negro 8025 y var. Bayo Madero) para las cuales se observo que la
coccion por métodos tradicionales, disminuia el contenido en flavonoles (quercetina),
aunque incrementaba ligeramente el de catequina y acido p-cumarico, probablemente
como consecuencia de la hidrolisis de los compuestos iniciales (Ramirez-Jiménez y col.,
2014). En nuestro analisis, también se observo una disminucion significativa en la
concentracion de procianidinas dimeras y trimeras, de los derivados aldaricos del acido
feralico y de las formas heterosidicas de flavonas y flavonoles, mientras que se
incrementd la concentracion de algunos é&cidos fendlicos en su forma libre no
heterosidica (&cidos ferdlico, p-cumarico y sinapico). En este caso no se observo un
aumento en la concentracion de geninas libres de flavonas, flavanonas y flavonoles.

En cuanto a los compuestos antocianicos, hemos podido comprobar que, tras la coccion,
la concentracion disminuye considerablemente (68%), no obstante se observa que la
proporcionalidad entre ellos se mantiene, pues los glucésidos de cianidina y
pelargonidina, continGan siendo los méas abundantes.

Igualmente, en el caso de las lentejas, la coccidn origind una disminucion significativa
(25%) del contenido en kaempferol-ramnosa-hexosa-hexosa-ramnosa, de otros
derivados di- y triglicosilados, de heterdsidos de luteolina y del contenido total de
procianidinas y prodelfinidinas, probablemente también como consecuencia de procesos
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hidroliticos activados por el calor y la humedad. Por el contrario, a diferencia de lo que
ocurre con las semillas sin procesar, la coccion indujo un incremento en la presencia de
algunas geninas libres como el acido trans-p-cumarico, el kaempferol y la luteolina.
Curiosamente este procesado no afecto a la concentracion de derivados p-cumaroil del
kaempferol.

Por tanto, parece evidente que el procedimiento de coccion activa procesos hidroliticos
y transformaciones en los componentes polifenolicos de estas leguminosas.

La germinacidn de las semillas de leguminosas es un proceso ampliamente utilizado en
la actualidad, destinado a disminuir los niveles de factores anti-nutricionales, mejorar la
calidad y contribuir a su mejor palatabilidad (Urbano y col., 2005; Zielinski y col.,
2006). Se caracteriza por una elevada actividad enzimatica, que favorece la biosintesis
de metabolitos secundarios responsables de los beneficios para la salud atribuidos a
algunas especies vegetales (Guajardo-Flores y col., 2013). Estos cambios en la
composicion varian en funcion del tiempo de germinacion (Lépez y col., 2013).

En las semillas objeto de este trabajo de investigacion, se ha observado que la
germinacion induce la biosintesis de compuestos no detectados en las semillas crudas.
Por ejemplo, en judias de Tolosa se observa la presencia de derivados de isoflavonas
(derivados de genisteina, daidzeina y biochaninas A y B), no identificados en semillas
crudas ni cocidas, a excepcion de un derivado de genisteina. Estos resultados confirman
lo publicado por Lin y Lai (2006) que demostraron como la biosintesis de isoflavonas
de soja se incrementaba con el tiempo de germinacion. Igualmente las judias
germinadas contienen algunos heterdsidos de naringenina, quercetina y miricetina, no
identificados en las muestras correspondientes a las semillas crudas y cocidas.

En lentejas, la germinacion induce un incremento muy significativo en la concentracion
de derivados heterosidicos del kaempferol, y muy especialmente de los cumaroil
derivados. Por el contrario, tanto en lentejas como en judias, se observa una
desaparicion total de las procianidinas y prodelfinidinas, resultados similares a los
obtenidos por L6opez-Amor6s y col. (2006), en su evaluacion sobre la variacion en la
composicion fendlica de diferentes leguminosas (lentejas, judias y garbanzos) sometidas
al proceso de germinacion. Después de la germinacién, si se encontraron acidos
hidroxicinamicos esterificados con acido ferulico, p-cumarico y sinapico, aunque en
menor concentracidon que la encontrada en judias sin procesar, siendo los derivados del
acido feralico y sinapico los que sufrieron un descenso mas marcado. También se
observo un descenso en la concentracion de glucdsidos de naringenina y hesperetina.

Tras la verificacion de la riqueza en componentes fendlicos de las muestras de
leguminosas crudas y procesadas, se realizd una aproximacion a la evaluacion de su
posible capacidad antioxidante total, debida a la accion sinérgica del conjunto de sus
componentes (Huang y col., 2005). Al no existir aun un claro consenso cientifico en
cuanto a la metodologia aplicable para alimentos o muestras biologicas, pues todos los
métodos empleados hasta ahora tienen ventajas e inconvenientes (Forman y col., 2015),
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evaluamos en primer lugar el contenido total de fenoles, para a continuacion medir su
capacidad de absorcién de radicales libres peroxilo (ORAC), método utilizado
ampliamente en el estudio de la actividad antioxidante de muestras bioldgicas, incluidas
las de origen vegetal (Huang y col., 2005; Sueishi y col., 2012). También se evalué la
capacidad captadora del radical difenil-picril hidracilo (DPPH), método que se emplea
para frutos, zumos y extractos vegetales (Sdnchez-Moreno, 2002; Azzouzi y col., 2014).

Los resultados obtenidos mostraron que las muestras de leguminosas crudas, tanto
procedentes de judias como de lentejas, mantenian una muy adecuada capacidad
antioxidante, con potencia similar a la obtenida con el compuesto de referencia (trolox),
mientras que el procesado incidia de forma negativa sobre su capacidad captadora de
radicales libres siguiendo el orden de potencia: crudas > cocidas > germinadas. Estos
resultados estan de acuerdo con los publicados anteriormente sobre diferentes
variedades de judias crudas y procesadas (Xuy Chang, 2008c; Aguileray col., 2011) y
otras leguminosas sometidas a procesos térmicos (Amarowicz y Pegg, 2008).

Distintos autores han demostrado que el procesado mediante coccion influye
negativamente en su capacidad antioxidante (ORAC). La temperatura y el tiempo de
exposicion al medio acuoso son factores que inciden decisivamente en dicha capacidad,
ya que favorecen la disolucién y pérdida de los componentes polifendlicos mas polares
(Aguileray col., 2011). Xu y Chang (2008c) comprobaron ademas que variaciones en la
temperatura y presion de coccion no conseguian recuperar el valor de ORAC alcanzado
con las semillas sin procesar.

En el caso de la germinacion, al ser un tipo de procesado en el que intervienen variables
como el tiempo de germinacion o la parte del germinado analizado (cotileddn, testa,
brote), los resultados son mas complejos (Randhir y col., 2007). Por ejemplo, en un
estudio realizado en judias se observd que el tiempo de germinacion originaba una
disminucion significativa de la capacidad antioxidante (ORAC) en cotiledones, mientras
que en la testa se observaba el efecto contrario, obteniendo un valor de ORAC mayor a
partir del 2°, 3° y 4° dia de germinacion, si bien, después del cuarto dia disminuia dicha
actividad (Guajardo-Flores y col.,, 2013). Probablemente, la mayor actividad
antioxidante de la testa sea debida a su mayor contenido en compuestos polifenolicos
(taninos, antocianinas, flavonoles, etc.) (Boudjou y col., 2013). En lentejas, Lopez-
Amoros y col. (2006), han demostrado que la germinacion disminuye la actividad
antioxidante.

La comparacion de los valores de ORAC entre los diferentes tipos de leguminosas,
parece indicar que las lentejas son més eficaces en la captacion del radical peroxilo que
las judias, excepto en el caso de las muestras germinadas cuya actividad ORAC es
similar.

El comportamiento de las muestras frente a la actividad captadora del radical DPPH
indica que la germinacion también ejerce un efecto negativo, no observandose
diferencias entre muestras crudas y cocidas. Los resultados obtenidos confirman los

156



Discusion

publicados en trabajos previos con otras variedades de judias (Aparicio-Fernandez y
col., 2008). Algunos autores indican que la coccidn puede originar una disminucién en
la actividad DPPH entre un 33 y un 41% en diferentes variedades de Phaseolus vulgaris
L. (Ramirez-Jiménez y col., 2014), y que dicha disminucion puede variar en funcion de
la temperatura de coccion, tiempo, remojado previo, o descarte del agua de coccién
(Ranilla'y col., 2009).

Estos resultados sobre la capacidad antioxidante de las muestras crudas y procesadas
estan directamente relacionados con su contenido total en polifenoles que sigue
también, en ambas leguminosas, el orden crudas > cocidas > germinadas.

En primer lugar, parece ser que el contenido en polifenoles totales (TPC) de las
leguminosas en estudio, puede variar en funcién de la variedad considerada. En
Phaseolous vulgaris L., las variedades de color méas oscuro (variedades de color negro,
marrén con rayas rojas, marron o rojas), como ocurre en el cultivar Tolosana, presentan
un contenido de fenoles superior al observado en las variedades de semillas blancas
(Ranilla y col., 2007; Machado y col., 2008). También se han observado variaciones en
el contenido de TPC en diferentes variedades de lentejas. En Lens culinaris Medik cv.
Rubia de la Armufia se obtuvieron unos valores de 39,93 + 4,58 mg GA/g de muestra,
mientras que en Lens culinaris Medik cv. Morton, el grupo de Zou y col. (2011) obtuvo
un TPC de 70 £ 2,2 mg GA/g de muestra.

En cuanto al procesado, Xu y Chang (2008b), en un estudio realizado con semillas de
soja negras, observaron que la coccion disminuia el contenido en TPC, influyendo en
ello las condiciones de presién y temperatura durante la coccion.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, aunque en judias el TPC disminuyo tras la
coccion, la diferencia no fue significativa. Por el contrario, en lentejas si se observaron
diferencias significativas entre las semillas sin procesar o sometidas a un proceso de
coccion o geminacion. Los valores de TPC que se obtuvieron tras la coccién
disminuyeron aproximadamente un 36%.

Como ya se ha comentado, hemos comprobado que el proceso de germinacion también
influye negativamente en el TPC, tanto en judias como en lentejas, observandose
reducciones del 34,55% y del 52,01% respectivamente. Guajardo-Flores y col. (2013),
en un estudio realizado en judias negras, observaron que la cantidad total de fenoles, al
igual que el valor ORAC, variaba en funcion del tiempo de germinacion, de la
humectacion previa de las semillas, asi como de la parte de la semilla utilizada para
realizar el andlisis. Estos autores encontraron un mayor TPC en la testa de la semilla,
independientemente de otros factores, y un menor contenido en los cotiledones.

Estudios recientes evidencian la clara relacion causa-consecuencia entre la oxidacion de
ciertas macromoléculas del organismo (lipidos, proteinas, acidos nucleicos,...) por parte
de los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS), y la alteracion de sus
funciones bioldgicas. De ahi que se relacione el inicio o progresion de distintas
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enfermedades cronicas con el dafio oxidativo. Por esta razon, se han realizado
numerosos estudios, mayoritariamente en células en cultivo y modelos experimentales
de animales, mediante los cuales se demuestra la eficacia de algunas moléculas de
origen natural como captadoras de ROS, asignandoles un papel protector en el
desarrollo de enfermedades oxidativas (Sandoval-Acufia y col., 2014).

Entre las moléculas que han demostrado una mayor eficacia antioxidante destacan los
compuestos polifendlicos. Diferentes trabajos de investigacion refieren su eficacia para
corregir desordenes mentales y enfermedades neurodegenerativas, probablemente como
consecuencia precisamente de su potencial antioxidante (Bigford y Del Rossi, 2014).
Estos compuestos parecen prevenir y mejorar enfermedades como la enfermedad de
Alzheimer y la de Parkinson, pues se ha comprobado que modulan la neurotransmision
colinérgica y serotoninérgica, reducen el estrés oxidativo y protegen frente a la proteina
[ amiloide.

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo debido a su alto consumo de
oxigeno, a la presencia de gran cantidad de acidos grasos insaturados (susceptibles de
sufrir una peroxidacion lipidica) y a una elevada concentracion de metales de transicion
de alto indice redox, como son el hierro y el cobre (Steinbrenner y Sies, 2013). Por ello,
cualquier dafio en el cerebro implica estrés oxidativo e inflamacion de las neuronas, que
finalmente desemboca en la muerte celular. Ya que las neuronas poseen una capacidad
antioxidante limitada, necesitan del apoyo de otras células del cerebro, los astrocitos,
que contienen elevadas concentraciones de glutatién y enzimas antioxidantes eficaces
para contrarrestar las consecuencias de dicho estrés oxidativo (Kleinkauf-Rocha y col.,
2013; Chen y col., 2014). Los astrocitos juegan, por tanto, un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis cerebral. Intervienen en la formacion y modulacion de
las sinapsis, son soporte estructural y ejercen, como ya se ha comentado, un efecto
protector neuronal. Ademas, modulan la actividad microglial y atentan su citotoxicidad
(Tiwari y col., 2104).

Como investigacion preliminar sobre los posibles beneficios que pueden ejercer los
componentes de leguminosas crudas y procesadas en la prevencién del dafio oxidativo
en el SNC, se ha realizado en este trabajo un estudio de sus efectos sobre la viabilidad
de astrocitos y sobre la inhibicién en la liberacion de RL, en ausencia o presencia de
dafio oxidativo.

Puesto que en una de las enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes, la
enfermedad de Alzheimer, el aumento del estres oxidativo viene reflejado por elevados
niveles de iones hierro (Fe) y cobre (Cu), capaces de estimular la formacion de radicales
libres (radicales hidroxilo), en este estudio se eligio, como modelo del dafio oxidativo
celular, el inducido por el reactivo de Fenton (Jomovay col., 2010).

Tanto en la viabilidad celular como en la generacion de RL, las muestras procedentes de
leguminosas crudas y procesadas, ejercen un efecto beneficioso. Todas ellas mostraron
un efecto protector frente al dafio inducido por el reactivo de Fenton, si bien dicho
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efecto fue, por lo general, algo més eficaz en el caso de las muestras de lentejas cocidas
y, en ambas especies, inferior para las muestras de semillas germinadas. De hecho, los
extractos de lentejas cocidas consiguieron revertir la viabilidad celular al estado inicial.

No existen grandes diferencias entre procesados, lo que probablemente sea debido a
que, aunque tras la coccion o la germinacion desciende el contenido en fenoles totales,
la actividad protectora se mantiene. Ello se debe a la formacion de nuevos compuestos,
mediante hidrolisis, a partir de los polifenoles originales durante el proceso de coccion,
0 a la activacion de procesos biosintéticos como consecuencia de la germinacion. No
obstante, también pueden contribuir a la actividad antioxidante otros componentes de
estas leguminosas, como vitaminas y carotenoides, que actuarian de forma sinérgica
(Lopez-Amoros y col., 2006). Por ejemplo, en un estudio realizado con diferentes
leguminosas se observd que lentejas y guisantes presentaban una concentracion mayor
de y-tocoferol que el resto (Amarowicz y Pegg, 2008).

En el proyecto de investigacion llevado a cabo junto con el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos y Nutricion, se realizd un estudio estadistico para intentar
establecer una relacion entre la composicion fenolica y la actividad neuroprotectora. Se
analizaron comparativamente los valores de viabilidad celular obtenidos en el modelo
de dafio oxidativo y las concentraciones de los diferentes grupos de polifenoles. En
lentejas, la actividad protectora de las muestras sin procesar, parece estar condicionada
por la presencia de procianidinas y derivados de luteolina. En el caso de las sometidas a
coccion, los cumaroil derivados serian los responsables del efecto neuroprotector. Por el
contrario, el contenido en kaempferol en las lentejas germinadas no parece afectar a la
viabilidad celular, son los demas compuestos encontrados en el andlisis los que afectan
a la viabilidad. En judias, las antocianidinas podrian ser las responsables de su mayor
eficacia antioxidante (ORAC) y del efecto protector de la viabilidad, frente al dafio
oxidativo inducido por el reactivo de Fenton (Lépez y col., 2013).

Asi pues, a la vista de los resultados obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral,
se podria concluir que tanto las lentejas como las judias de Tolosa son alimentos ricos
en polifenoles y que estos, parecen ser beneficiosos para contrarrestar las consecuencias
del estrés oxidativo. No obstante seria conveniente modificar algunas condiciones de su
procesado para obtener el maximo beneficio antioxidante.

Algunos de los polifenoles detectados, han sido ya estudiados anteriormente en nuestro
grupo de investigacion (Martin y col., 2013). Por ello, en este estudio pretendimos
evaluar la actividad de otros compuestos que podrian ser responsables de las diferencias
en actividades entre ambas leguminosas. Teniendo en cuenta la mayor eficacia
antioxidante de las muestras de judias, su mayor contenido en antocianidinas y que son
estos compuestos los que parecen ser responsables de dicha eficacia, decidimos
profundizar en su estudio.

La presencia de antocianidinas en distintos tipos de leguminosas estd ampliamente
demostrada. Ranilla y col. (2007), detectaron antocianidinas en diferentes variedades de
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Phaseolus vulgaris L., principalmente en las de testa negra o rojiza, ligando su
presencia a la actividad antioxidante de las semillas. También se han encontrado en
variedades de lentejas, por ejemplo, en Lens esculenta var. Petite blonde de Dahra
(Boudjou y col., 2013). Igualmente, en semillas de soja negra se han identificado
cianidina-3-glucosido y peonidina-3-glucésido, estando la primera en mayor
concentracion (Xu y Chang, 2008a).

Aunque se encuentran publicados estudios cientificos que constatan los efectos
neuroprotectores de estos compuestos sobre células y tejidos in vitro (Joseph y col.,
2000; Youdim y col., 2004; Cheny col., 2009; Ke y col., 2011), hasta ahora no se habia
investigado su actividad sobre los astrocitos, células que como ya se ha comentado,
ejercen un papel primordial en el control de la oxidacion cerebral. La evidencia de que
el factor subyacente de los desérdenes neuroldgicos es el aumento del estrés oxidativo,
hecho que se apoya en el descubrimiento de que las cadenas proteicas son modificadas
directamente por los ROS o por los RNS (especies reactivas de nitrdgeno), o
indirectamente por los productos de peroxidacion lipidica (Jomova y col., 2010), nos
animd a indagar sobre los mecanismos de accion farmacoldgicos implicados en la
actividad antioxidante de estos compuestos, en este tipo de células.

Como se ha resefiado en la introduccion, hasta hace poco tiempo, se pensaba que las
antocianidinas tendrian escasa relevancia en las funciones cerebrales debido a la
creencia de su baja accesibilidad para atravesar la BHE. En la actualidad, se ha
demostrado que no solo acceden a los tejidos cerebrales, probablemente a través de un
transportador tipo ABC, localizado en las células endoteliales, sino que incluso, dentro
del cerebro, sufren transformaciones liberando en el mismo las formas
farmacol6gicamente activas (Joseph y col., 2000; Youdim y col., 2004; Andrés-Lacueva
y col., 2005). Recientemente, Faria y col. (2014) han demostrado que la eficiencia en el
paso de la BHE depende del grado de metilacion del compuesto, siendo mayor en el
caso de los derivados mono- y dimetilados que en el de las antocianidinas cuyos
hidroxilos fendlicos estan libres.

La actividad antioxidante de este tipo de compuestos fendlicos ha sido constatada en
numerosos estudios, demostrando que existe una clara relacion estructura actividad
(Wang y col., 1997; Jing vy col., 2014). Las antocianidinas con el mismo patron de
hidroxilacion en los anillos A 'y C, y un solo grupo hidroxilo libre en el anillo B (4"OH)
(malvidina, pelargonidina y peonidina), presentan un valor ORAC inferior al obtenido
con un compuesto di-hidroxilado (3,4 OH) como la cianidina (Wang y col., 1997).
Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en este trabajo en cuanto a su
capacidad captadora del radical DPPH, pues es igualmente cianidina la que presenta una
Clso menor (5,29 puM) y malvidina mayor (46,26 pM).

Efectivamente, algunos estudios relacionan el consumo de determinadas frutas ricas en
antocianidinas (frambuesas, fresas, moras) con la disminucion del estrés oxidativo y,
por tanto, con efectos beneficiosos en la prevencion de alteraciones neuronales y
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cognitivas relacionadas con el envejecimiento (Chen y col., 2009). Por ejemplo,
cianidina 3- glucosido ha demostrado ser capaz de disminuir el nivel de radicales libres
acumulados en el cerebro por efecto del etanol, asi como de ejercer un efecto
neuroprotector frente a la isquemia cerebral inducida en raton. Igualmente, este
compuesto y sus metabolitos son capaces de proteger a las células neuronales del dafio
inducido por el péptido B-amiloide, del dafio mitocondrial inducido por peroxido de
hidrégeno, y de la fragmentacion del ADN (in vitro) (Ke y col., 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion ponen de manifiesto que las
antocianidinas por si mismas, no solo no inducen toxicidad sobre los astrocitos, sino que
son capaces de proteger a estas células del dafio inducido por un tdxico oxidante.

En el organismo, ademas de existir un porcentaje de hierro “libre” (0,2-3%), existen
numerosas moléculas que llevan asociados iones hierro (grupos de sulfuro de hierro
[SFe], grupo hemo y proteina sin grupo hemo). En macréfagos murinos (RAW 264.7)
se ha comprobado que, bajo condiciones de hipoxia, se produce un incremento en las
concentraciones de Fe. La adicién posterior de H,O; induce un incremento significativo
en la liberacion de ROS (Li y col., 2014). Es por esta razon por la que se pretendio
dilucidar si las antocianidinas en estudio eran capaces de disminuir la liberacion de
ROS, en un modelo de toxicidad celular inducido por el reactivo de Fenton (FeSO,4
0,5mM/H,0, 1mM). Una vez constatado el incremento en la liberacion de radicales
libres inducida por dicho reactivo oxidante, se confirmé la eficacia de diferentes
concentraciones de antocianidinas para prevenir esa liberacion.

Cuando existe una situacion de estrés oxidativo, los &cidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares pueden ser atacados por los ROS para formar lipohidroperéxidos,
los cuales se descomponen rapidamente en productos secundarios, siendo el mayoritario
el malondialdehido (Li y col., 2013; Halliwell y Chirico, 1993). Asi mismo, la
destruccion de las membranas induce la liberacion al medio de cultivo del enzima LDH,
ubicado en el citosol, por lo que su estimacion puede utilizarse como marcador del dafio
provocado por necrosis celular.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, parece quedar claro que las
antocianidinas estudiadas son capaces de inhibir la peroxidacién lipidica inducida por
el reactivo de Fenton, disminuyendo significativamente la liberacion de MDA.
Igualmente, ejercen un efecto protector de las membranas celulares, pues inhiben la
liberacion del LDH en el modelo de dafio oxidativo. No obstante se observé que
pelargonidina, a la concentracion mas elevada (100 uM), resultaba menos eficaz que el
resto de los compuestos, debido probablemente a la menor presencia de grupos
fenolicos libres. Pascual-Teresa (2014), en su articulo de revision sobre las actividades
de los antocianos, adjudica mayor eficacia neutralizadora de ROS a los derivados
trihidroxilados, describiendo su actividad en la regulacion del factor NF-xB y de la via
PI3K (fosfatidil inositol 3 kinasa)/AKT. Pelargonidina, derivado monohidroxilado, seria
mas eficaz como inhibidor de la actividad del proteosoma (degradacion de proteinas no
necesarias 0 dafiadas). En este sentido, el estudio de los efectos de estos compuestos
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sobre la morfologia de los astrocitos, puso en evidencia la afectacion provocada por
pelargonidina a la concentracion mencionada anteriormente, mientras que se mantiene
intacta con el resto de concentraciones.

Las células del organismo disponen de mecanismos capaces de controlar la accion
deletérea de los radicales libres. Uno de los enzimas encargados del mantenimiento del
equilibrio redox del organismo es el enzima CAT. Sin embargo, aunque en el higado se
encuentre en concentracion elevada, en la células del SNC su actividad es muy baja
(Khanna y Nehru, 2007). Los resultados obtenidos corroboran su escasa incidencia en
astrocitos, observandose valores muy similares tanto en células sin tratar como en
celulas tratadas con el reactivo oxidante, ya hayan sido tratadas previamente o no con
antocianidinas. Ello nos da a entender la capacidad protectora de estos compuestos
frente a la accion tdxica del reactivo de Fenton, ya que activando este enzima, estimulan
la produccion de peroxido de hidrdgeno y por tanto, disminuyen la cantidad de anion
superdxido en el medio celular.

Otro de los enzimas que conforma el mecanismo de defensa antioxidante en el
organismo es el enzima SOD. En un estudio realizado sobre moscas de la fruta, se
observOo que el tratamiento con un extracto de arroz negro rico en antocianinas
(cianidina-3-glucésido y peonidina-3-glucésido), prolongaba su esperanza de vida
(14%), asi como aumentaba la expresion de los enzimas SOD1, SOD2 y CAT (Peng y
col., 2014). En este mismo trabajo se demostré que el tratamiento con 30 mg/dl del
extracto, aumentaba el tiempo de supervivencia de la linea transgénica de Alzheimer
AP4233769, sometida a la accion cronica del paraquat. Aunque las antocianidinas
estudiadas parecen disminuir la actividad SOD en comparacion con las células sin
tratar, probablemente debido a su propia capacidad antioxidante por otros mecanismos,
en un modelo de estrés oxidativo, se muestran capaces de incrementar la actividad
enzimatica significativamente.

Como ya se ha comentado en la introduccidén, son numerosos los estudios que
identifican el glutation como molécula crucial en diversos procesos fisiologicos, como
por ejemplo, en la defensa antioxidante del organismo, detoxificacion de xenobioticos,
homeostasis redox, almacenamiento y transporte de cisteina, sefializacion celular,
funcionamiento proteico, expresion de genes y en la diferenciacién/proliferacion
celular. Es por ello, que un fallo en el metabolismo del glutation, podria ser letal para la
celula.

El glutation es el antioxidante mas abundante en el sistema nervioso central,
interviniendo en la etiologia de numerosas enfermedades neurodegenerativas como la de
Alzheimer, Parkinson y otras enfermedades (Aoyama y Nakaki, 2013). Es utilizado
como sustrato por el enzima GPx en la detoxificacion del peroxido de hidrogeno e
hidroperdxidos, por ello, cuando los niveles de GSH disminuyen, aumenta el dafio
oxidativo en astrocitos, donde parece existir GSH en mayor concentracion.
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En diversos estudios se ha verificado la capacidad que tienen algunos compuestos
polifendlicos para inducir la activacion de enzimas dependientes de glutation. Por
ejemplo, Cho y col. (2013), en un modelo de estrés inducido por escopolamina,
demostraron que el tratamiento con un extracto de Rhus verniciflua Stokes, rico en
flavonoides, ademas de inducir la actividad SOD, provocaba un aumento significativo
de la actividad GR, no modificandose la actividad GPx. Los flavonoides aislados de
dicho extracto, mostraron actividad neuroprotectora sobre células HT22 del hipocampo
dafiadas por tratamiento con glutamato y sobre células microgliales (BV2) activadas por
LPS. Las antocianidinas estudiadas indujeron un incremento en la actividad del enzima
GR, con lo cual favorecerian, en una situacion de estrés oxidativo, la reduccion del
GSSG a GSH (sustrato utilizado por la GPx para eliminar el exceso de perdxido de
hidrogeno) y de esta forma inducirian un aumento de la actividad GPx. En un ensayo
realizado sobre hojas de Saccharum officinarum L. sometidas a estrés oxidativo, se
observd que en estas condiciones, la planta genera mayor cantidad de antocianinas. Este
incremento de polifenoles, aumenta los niveles de GR, lo que induce una mayor
cantidad de GSH en las hojas de la planta y por tanto, aumento del ratio GSH/GSSG
(Zhuy col., 2013).

En cuanto a los resultados de la actividad GPx, se ha observado que varian en funcién
de la antocianidina estudiada y de la concentracion de cada una de ellas. La
concentracion méas alta de cianidina y malvidina ha presentado una actividad
significativamente superior a la del toxico. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Song y col. (2013), en los cuales, el tratamiento de células de adenocarcinoma
humano (MDA-MB-231) con diferentes concentraciones de cianidina- 3- glucosido, en
un modelo de dafio celular inducido por acroleina 5 mM, indujo un incremento de la
actividad. Este incremento se observo sobre todo a partir de las concentraciones de 25-
100 puM. En nuestros resultados, no se ha observado este incremento a la concentracion
de 25 pM. En este caso, los resultados fueron parecidos a los obtenidos solo con el
toxico. Las concentraciones bajas y medias de todas las antocianidinas estudiadas y las
mas elevadas de pelargonidina presentaron una actividad GPx inferior o igual a la del
toxico oxidante.

En condiciones normales, el ratio GSH/GSSG o indice redox puede variar entre 8 y 300.
En condiciones de estrés oxidativo este valor disminuye significativamente (Aoyamay
Nakaki, 2013), como observamos al tratar los astrocitos con el reactivo de Fenton. De
las antocianidinas estudiadas, cianidina a todas las concentraciones ensayadas,
pelargonidina a las concentraciones de 5 y 25 uM y malvidina a la concentracién mas
baja (5 uM), consiguieron restaurar los valores del indice redox, cuando las células
fueron tratadas con un toxico oxidante, no apreciandose diferencias significativas con el
antioxidante utilizado como referencia, trolox.

Estas diferencias en el indice redox entre las concentraciones de malvidina y
pelargonidina son equiparables al dafio observado en la morfologia celular mediante el
microscopio de contraste de fases, pues los cultivos tratados con pelargonidina y
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malvidina (5 y 25 puM) resultaron menos dafiados por el toxico. Se ha comprobado que
la disminucion en el ratio GSH/GSSG, induce una inhibicion en la sintesis de GSH, y
por tanto impide la union a la mitocondria de la proteina antiapoptética Bcl-2. Cuando
la proteina Bcl-2 no se une a la mitocondria, se libera el citocromo c, lo cual activa la
via p38 MAPK (Aoyama y Nakaki, 2013). Esto es importante ya que en enfermedades
como la de Alzheimer y en enfermos con deterioro cognitivo leve, se ha comprobado
que los niveles de GSH en eritrocitos se encuentran disminuidos (Petersen, 2000), asi
como el ratio GSH/GSSG, la SOD y la glutation transferasa (Sultana y col., 2008).

En cuanto a los efectos de las antocianidinas sobre otras actividades enzimaticas, Shih
y col. (2007), empleando células de higado de rata (C9), valoraron positivamente su
eficacia para inhibir el estrés oxidativo inducido por H,O,, a través de la activacién del
enzima quinona oxidoreductasa (NQO1) y otras enzimas antioxidantes. Se ha observado
ademas, que el factor de transcripcion Nrf2, que estimula la transcripcién de genes que
codifican la sintesis de enzimas antioxidantes, es también inducido por la accion de la
cianidina-3-glucosido en células endoteliales (Pascual-Teresa, 2014).

En este estudio se ha comprobado que las antocianidinas siguen un patrén de
comportamiento diferente en cuanto a la activacion del enzima NQOL. En un ensayo
realizado sobre queratinocitos tratados con isocianato de sulforafano (un agonista de la
activacion del factor Nrf2), se observé que el tratamiento con cianidina 100 uM no
inducia la activacién del factor Nrf2, ni tampoco, la expresién enziméatica de NQO1
(Ernst y col., 2012). En nuestro caso, solo se ve este efecto a la concentracion de 25
HM.

A diferencia de lo que ocurre en otros sistemas enziméticos implicados en la defensa
antioxidante, pelargonidina, menos eficaz en otros casos, fue la antocianidina que
mostré una mayor actividad NQO1, seguida de malvidina, en un modelo de toxicidad
celular. En este caso, fue la cianidina la que mostr6 menor eficacia en la activacion de
este enzima. Este efecto podria explicarse por las diferencias estructurales existentes
entre antocianidinas (Pascual-Teresa, 2014).

Por otra parte, entre los mecanismos implicados en la muerte celular, la activacion de
caspasas juega un papel importante. Esta ampliamente demostrado que las ROS inducen
la activacion de caspasa 3, a través de la activacion de las proteinas iniciadoras caspasas
8 y 9, promoviendo asi la muerte celular por apoptosis (Kim y col., 2010). Por ello, en
nuestro estudio, los astrocitos se sometieron a dafio oxidativo inducido por peréxido de
hidroégeno (500puM), comprobandose que las antocianidinas son capaces de disminuir la
activacion tanto de caspasa 3 como de caspasa 8, inducida por el toxico; si bien, no se
consiguio una inhibicion suficiente como para obtener valores de activacion similares a
los obtenidos en las células sin tratar. No se observo activacion de la caspasa 9. Estos
resultados estan en concordancia con los obtenidos en ratones jovenes (7 dias) tratados
durante 24 h con etanol, a los cuales se administraron previamente 100 mg/kg de
antocianos extraidos de soja negra. En los animales tratados con antocianidinas, se
observo una disminucion significativa de la muerte neuronal por apoptosis provocada
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por la activacion de la via de las caspasas (3, 8 y 9) (Shah y col., 2014). Igualmente se
ha comprobado que el tratamiento con antocianidinas procedentes de soja negra, es
capaz de inhibir la apoptosis en células prostaticas sometidas a estrés oxidativo (Jang y
col., 2013).

Es conocido que una situacion de excitotoxicidad en el cerebro (hipocampo) provoca un
aumento del calcio intracelular, incremento en la liberacion de ROS y disminucién del
potencial de membrana mitocondrial. Ademas, a nivel molecular, se induce la
fosforilacion y activacion del complejo enzimatico AMPK, aumento de BAX,
disminucion de la proteina Bcl-2, liberacion del citocromo C de la mitocondria y
activacion de la caspasa 3. Pues bien, estudios muy recientes han comprobado que las
antocianinas actlan a diferentes niveles disminuyendo la concentracién de calcio
intracelular (incrementada en el estrés oxidativo), la acumulacion de ROS, la activacion
del AMPK y la apoptosis inducida por caspasa 3 (Ullah y col., 2014).

La no activacion de caspasa 9 observada tanto en los astrocitos tratados exclusivamente
con perdxido de hidrégeno, como en los sometidos a la accion de antocianidinas o
trolox y posteriormente con toxico oxidante, podria ser debida a que en la apoptosis
inducida por el peroxido de hidrégeno, se activa la via extrinseca y no la intrinseca.
Segun Garcimartin y col. (2014), el tratamiento de la linea celular SH-SY5Y de
neuroblastoma humano, con una concentracion de perdxido de hidrégeno de 400 pM,
induce activacion de la caspasa 3, a través de la activacion de la caspasa iniciadora 8
(via extrinseca).

Entre los procesos implicados en la neurodegeneracion, la neuroinflamacién juega un
papel transcendental. Se caracteriza por la liberacién de citocinas inflamatorias y otros
mediadores de la inflamacion, tras la activacion de los astrocitos y celulas microgliales
(Broussard y col., 2012). Algunos de estos mediadores son el NO, prostaglandinas,
TNFa, interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-10), factores de crecimiento (TGFp), etc. (Poulose
y col., 2012). El tratamiento de astrocitos con IL-1p, asociada o no con TNFa o IFy,
induce la activacion del enzima iNOS, originando la liberacion de NO, promotor de la
inflamacion.

Algunos estudios cientificos han comprobado que determinados flavonoides son
capaces de inhibir la actividad iINOS y por tanto, el proceso inflamatorio neuronal
(H&malainen y col., 2007). Las antocianidinas en estudio, a todas las concentraciones
ensayadas, mostraron un claro efecto inhibidor en la liberacion de nitritos promovido
por IFNy, por lo que entre sus mecanismos de accidn podria incluirse un efecto
inhibidor de la actividad iNOS. Este mecanismo ha sido confirmado para pelargonidina,
en macréfagos activados por LPS, al comprobar su capacidad para inhibir de forma
dosis dependiente, la actividad y expresion de este enzima, a traves de la inhibicion de
la activacion de su factor de transcripcion NF-kB (Héméldinen y col., 2007). Por otra
parte, Maldonado-Rojas y Olivero-Verdel (2012), realizaron un estudio sobre la
afinidad de diferentes polifenoles bioactivos presentes en la dieta, por el enzima iNOS.
Entre los polifenoles estudiados se observé que la cianidina-3-rutindsido y la malvidina-
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3-galactosido presentaban mayor afinidad que los derivados de pelargonidina y
delfinidina. Ademas, la cianidina como aglicona, presenté menor afinidad que los dos
heterosidos anteriores, pero mayor que los derivados de pelargonidina. Asi pues, esta
gran afinidad por el enzima sugiere una posible inhibicién del mismo, ademas de los
estudios que demuestran la disminucién de la actividad de los genes que codifican por
este enzima. De hecho, Xia y col. (2014), demostraron en células musculares lisas, que
la induccion de la expresion del ARNm del iNOS se reducia por el tratamiento de
cianidina (10 pM).

Como es sabido, entre las enfermedades neurodegenerativas, la enfermedad de
Parkinson es una de las de mayor prevalencia. A lo largo de los afios, se han realizado
numerosos estudios epidemioldgicos que demuestran como su incidencia se incrementa
con la edad (1903 afectados cada 100.000 habitantes en mayores de 80 afios)
(Pringsheim y col., 2014).

La sintomatologia de la enfermedad estd relacionada con la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra, debido en gran parte a la produccién de ROS,
bajos niveles de GSH y elevados niveles de hierro y calcio. También contribuyen los
procesos de peroxidacion lipidica originados por estrés oxidativo (Dias y col., 2013)

En situaciones normales, las concentraciones de dopamina (molécula muy inestable que
puede auto oxidarse dando lugar a quinonas y radicales libres), estan controladas por la
MAO-A. Por el contrario, en situaciones de neurodedegeneracion, es la MAO-B,
localizada en células gliales, la que toma protagonismo a la hora de controlar el
metabolismo dopaminérgico (Dias y col., 2013). Por esta razén, procedimos a estudiar
los posibles efectos que pudiesen tener las antocianidinas frente al dafio inducido en
astrocitos por la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). Esta
toxina se utiliza en cultivos celulares y en animales, para inducir alteraciones que
emulan los procesos que ocurren en la enfermedad de Parkinson. En células gliales
(astrocitos y microglia) se transforma en MPP™ (su metabolito activo) por accion de la
MAO-B vy, de esta forma, accede a las neuronas dopaminérgicas empleando el
transportador de dopamina. En el interior de las neuronas inhibe el complejo I de la
cadena de transporte mitocondrial, dando lugar a la generacién de ROS. El aumento de
ROS produce una disminucion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
translocacion de las proteinas Bcl2, aumento de los niveles del citocromo C en el citosol
y por ultimo, activacion de la caspasa 3, la cual induce apoptosis y muerte neuronal
(Park y col., 2013).

El empleo de MPTP como herramienta farmacologica se debe a su consumo accidental
por heroindmanos. Se observo que jovenes adictos a la heroina desarrollaban un cuadro
sintomatologico (parkinsonismo) caracterizado por temblor, acinesia, rigidez, postura en
flexion, alteracion de reflejos posturales y tendencia al sigilo, que revertia con la
administracion de L-DOPA o agonistas dopaminérgicos (Alarcén y col., 2010).
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En el presente trabajo se ha comprobado que el pretratamiento con las antocianidinas
protege significativamente frente al dafio inducido por MPTP en astrocitos. Este posible
efecto beneficioso corrobora en cierta forma los resultados obtenidos por Roghani y col.
(2010), para pelargonidina. Estos autores demostraron que la administracion de
pelargonidina, por via oral (10-20 mg/kg), a ratas tratadas con 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) mediante inyeccion intraestriatal unilateral, disminuia de forma dosis
dependiente, algunos de los sintomas relacionados con el Parkinson (test rotacional
inducido por apomorfina). Comprobaron ademas una disminucion significativa de los
niveles de TBARS, marcador de la peroxidacion lipidica. Por el contrario, no se
observaron modificaciones significativas en los niveles de SOD, nitritos y radicales
libres, anormalmente alterados por 6-OHDA.

También se ha demostrado que pelargonidina (1-3 uM) y otros polifenoles, ejercen un
efecto neuroprotector frente al dafio inducido por 5-S-cisteinil dopamina, compuesto
utilizado para provocar parkinsonismo (Vauzour y col., 2008a).

Por todo lo expuesto anteriormente, se puede considerar que las antocianidinas
cianidina, malvidina y pelargonidina ejercen un efecto protector frente al dafio oxidativo
inducido en astrocitos. No obstante, la magnitud del efecto es diferente como
consecuencia de sus diferencias estructurales, principalmente relacionadas con la
existencia o no de grupos fendlicos libres.

Aunque los resultados son alentadores, ain queda mucho por investigar tanto mediante
nuevos ensayos in vitro, como también mediante estudios en animales o a través de la
realizacion de ensayos clinicos en el hombre.

De todo lo expuesto anteriormente, se pueden extraer las siguientes conclusiones:
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En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo un estudio de la actividad
neuroprotectora de Lens culinaris Medik cv. Rubia de la Armufia y Phaseolus vulgaris
L cv. Tolosana, crudas y procesadas, asi como del efecto neuroprotector y mecanismo
de accion de algunas antocianidinas presentes en las leguminosas estudiadas. La
investigacion se llevd acabo sobre astrocitos en cultivo (U373 MG) utilizandose
modelos de estrés oxidativo inducidos por el reactivo de Fenton (H,0, 1 mM/ SO4Fe
0,5 mM) o por el H,O, (500 uM).

Los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo de la investigacion, permiten alcanzar
las siguientes conclusiones:

1. Las leguminosas crudas y procesadas contienen un elevado porcentaje de
compuestos fendlicos. Se observan diferencias tanto cualitativas como
cuantitativas entre ellas. En las muestras de judias crudas los compuestos
mayoritarios son las antocianinas y en las lentejas las proantocianidinas. La
coccion favorece la presencia de productos de la hidrolisis, mientras que la
germinacion origina nuevos compuestos derivados de procesos enzimaticos.

2. Las leguminosas en estudio tanto crudas como procesadas demuestran poseer una
marcada actividad antioxidante mediante los ensayos de ORAC y DPPH.
Ademas, son capaces de reducir in vitro el estrés oxidativo inducido por el
reactivo de Fenton. Esta aseveracion se hace patente por el aumento significativo
en la viabilidad celular y por la reduccion significativa en el porcentaje de
liberacion de ROS inducido por el téxico.

3. En los estudios de correlacion se observa que uno de los grupos de polifenoles
que pueden participar en mayor medida en la actividad antioxidante, son las
antocianidinas. Por ello, se procediéo al estudio de la actividad de dichos
compuestos:

3.1. Cianidina, malvidina y pelargonidina no presentan toxicidad sobre los
astrocitos en cultivo.

3.2. Se observa una mejora en los cambios morfoldgicos celulares causados por
el reactivo de Fenton.

3.3. Las antocianidinas en estudio muestran una actividad antioxidante similar al
compuesto de referencia trolox, siendo la cianidina la que manifiesta una mejor

actividad (aproximadamente siete veces mayor que la sustancia de referencia).

3.4. Los compuestos estudiados previenen la disminucion de la viabilidad celular
provocada por el toxico oxidante.
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3.5. Asi mismo las tres antocianidinas, a todas las concentraciones estudiadas,
reducen la liberacion de ROS inducida por el reactivo de Fenton.

3.6. Sobre los marcadores de citotoxicidad celular, las antocianidinas disminuyen
el efecto citotoxico inducido por el toxico, tal y como mostraron los resultados
obtenidos en la liberacion de la LDH y los marcadores de peroxidacion lipidica
(TBARS Y MDA).

3.7. Las antocianidinas no favorecen la actividad catalasa, pero por el contrario,
si facilitan la actividad del resto de enzimas antioxidantes y del indice redox. No
obstante se observan diferencias en el caso del enzima NQO1 cuya actividad es
significativamente inferior en el caso de la cianidina, mientras que en el caso de
la GPx, es la pelargonidina la que muestra una menor actividad enzimatica.

3.8. En un modelo de toxicidad celular inducido por H,O, (500 puM), las
antocianidinas en estudio previenen la muerte por apoptosis debido a que
disminuyen la actividad caspasa 3 en las células en cultivo. La disminucion de
esta actividad caspasa se produce a través de la via extrinseca. Esta aseveracion
se demuestra por un aumento en la actividad caspasa 8 del toxico oxidante, la
cual fue reducida por los compuestos en estudio. La actividad caspasa 9 (via
intrinseca) se mantiene a niveles basales.

3.9. Las antocianidinas estudiadas son capaces de prevenir la liberacion de
nitritos al medio inducidos por IFy.

3.10. En un modelo de Parkinsonismo inducido por MPTP, cianidina, malvidina
y pelargonidina son capaces de prevenir parcialmente el dafio inducido por este
agente en astrocitos.

Las leguminosas, por su elevado valor nutritivo, constituyen uno de los principales
ingredientes de la Dieta Mediterrdnea. Nuestros resultados evidencian posibles
beneficios para la preservacion de determinadas células del SNC. Consideramos
necesaria la ampliacion de los estudios realizados, mediante ensayos in vivo y la
valoracion de su eficacia en el hombre. Proponemos ademas, nuevas investigaciones en
el disefio de procedimientos de procesado que minimicen los efectos negativos que
puedan ocasionar los tratamientos sobre el contenido fendlico, y la blsqueda de
variedades y cultivares de Leguminosas para su consumo en alimentacién, que posean
un mayor contenido en antocianidinas.
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